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FAIG CONSTAR que aquest treball, titulat “Influència del genotip apoE en l’expressió 
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Todas las fases experimentales incluidas en esta tesis doctoral se realizaron dentro del 
grupo de investigación Neurocompartamiento y Salud (NEUROLAB) y el Centro de 
Investigación en Evaluación y Medida de la Conducta (CRAMC) del Departamento de 
Psicología, y del Centro de Tecnología Ambiental Alimentaria y Toxicológica 
(TecnATox) de la Universitat Rovira i Virgili, y fueron financiadas por: 
 Programa FI de la Agencia de Administración de Becas Universitarias y de 
Investigación (AGAUR). Comisión de Universidades e Investigación del 
Departamento de Innovación, Universidades y Empresa del Gobierno de Cataluña; 
Número de subvención 2014FI_B 00075.  
 
 Programa Estatal de I+D e Innovación Orientada a los Retos de la 
Sociedad, en el marco del Plan Estatal de Investigación Científica y 
Técnica y de Innovación 2013-2016. Cambios neuroconductuales y metabólicos 
en ratones transgénicos para la APOE expuestos durante el periodo postnatal a 
clorpirifos. Posible implicación de la microbiota y la neuroinflamación. Ministerio de 
Economía y Competitividad del Gobierno español. Referencia: PSI2014-55785-
C2-2-R. 
También, agradecemos a Helena Torrell Galceran y Lorena García Alcalde de las instalaciones 
del Centre for Omic Sciences (COS) de la Universitat Rovira i Virgili, reconocida como 
Infraestructura Singular de Investigación y Tecnología (ICTS) por el Ministerio de Economía y 
Competitividad del Gobierno español, por sus contribuciones en el análisis de la expresión génica 
realizada en esta tesis doctoral. 
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“I am among those who think that science has great beauty 
…A scientist in his laboratory is not a mere technician:  
he is also a child placed before natural phenomena  
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Es de noche y yo estoy acabando un escrito, el que nunca pensé hacer. ¿Cansancio? ¡Mucho! 
Pero es ese agotamiento que viene después de una gran experiencia, un inmenso viaje. He 
llegado al final de un camino en compañía de muchos y la bondad de tantos. Y sí, es enorme 
el sentimiento que me cobija en este momento. Es calor. Es pura gratitud hacia todos.  
 
En primer lugar, quiero agradecer profundamente a mis dos directoras de tesis. Tuve la gran 
suerte de hacerla con dos mujeres que poseen una inmensa calidad científica, académica y 
personal. A la Dra. Maria Teresa Colomina por aceptarme en su laboratorio y enseñarme lo 
bello que es vivir de la ciencia, mostrarme lo que significa ser un buen jefe, animarme cada día 
a ser mejor, indicarme mis errores de la manera más dulce y honesta y conseguir que me 
enamore constantemente de la psicobiología. A la Dra. Maria Cabré por ayudarme siempre 
cuando lo necesité, calmarme y alentarme en todo momento, entregarme su objetividad infinita 
y explicarme cada detalle con paciencia y cariño. A ambas, gracias por vuestra disposición 
ilimitada para conmigo, por cobijarme en los instantes duros y darme todo vuestro apoyo minuto 
a minuto. Nunca me sentí sola en esta aventura y eso es debido a ustedes. Les estaré 
eternamente agradecida por esta oportunidad que me dieron. 
 
A mis chicas del laboratorio, las toxiconenas-psicobiólocas Ingrid, Fiona y Laia. Mis compañeras 
de mesa, pipetas, ratones, vinos, llantos y risas. Mujeres talentosas, sumamente capaces e 
inteligentes que me enseñaron, cada una en su momento, lo que era trabajar por un bien 
común y divertirse en el proceso. Ingrid, muchas gracias por ser la primera que estuvo conmigo, 
ayudando a abrirme camino en este mundo, compartiéndome tus conocimientos y dedicándome 
tu tiempo en los inicios. No sabes lo importante que fue tu mano en ese instante, muchas 
gracias por dar conmigo esos primeros pasos y los siguientes. Fiona, ¡hay tanto que podría 
decirte! Quiero agradecerte por tus innumerables ayudas académicas y laborales, pero por 
sobre todo, por ser ese apoyo interminable en instantes que sólo había oscuridad. Muchas 
gracias por haber hecho de tu hombro, corazón y razón un hogar para mí, cuando yo no conocía 
ese concepto. Fue todo un honor poder conocerte en plenitud y completa sinceridad. Laia, no 
creí que existieran personas tan buenas como tú; de hecho, soy yo la honrada por tenerte como 
compañera de trabajo. Sin ti, estos últimos 2 años de mi vida en la URV no habrían sido lo 
mismo. Tú significas apoyo extremo y empuje… todo eso y más. Nunca dejo de aprender de ti 
y siempre admiro cada paso que das. Por cada minuto de estos años ¡muchas gracias!  
A cada una de las personas que han pasado por el laboratorio y que han aportado con sus 
ganas y vida. Jordi, nos has entregado energía, sonrisas y conocimientos. Muchas gracias por 
haberte integrado a este grupo de mujeres. Gracias a Jenny, Phoebe, Josep Albert e Ylenia por 
su paso reconfortante por este laboratorio y ayudar siempre cuando fue necesario. También a 
ti Cristian, por ayudarme con el Ethovision y salvarme la tesis doctoral… nunca te dejaré de 
agradecer ese minuto de tu vida que para mí fue casi la mitad de este escrito. 
 
Gracias también al personal del estabulario, Juan y Esperanza por cuidar de nuestros animalitos 
con tanta dedicación. Especiales agradecimientos a Amparo por darme una mano en uno de 
los momentos críticos de mi vida Reusense. Y como no, al personal del departamento de 
Psicología, Joan, Esther y Toni que siempre están cuando se les necesita con tremenda 
disposición. 
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Sin lugar a dudas que vivir en tierras catalanas me ha entregado experiencias que quizá nunca 
podría haber contado, si el destino hubiera sido otro. Cada una de las personitas con las que 
he compartido estos últimos años ha sido pieza fundamental en este capítulo. Especialmente 
aquellos que pertenecen a la URV y que día a día me abrazaron con su inmenso cariño. 
Cíntia, Nohora, Laia, Simona y Lucia. Agradezco cada día por haberlas encontrado. Mujeres 
increíbles, enteras, fuertes y dulces a la vez. Existe un mundo de diferencia desde la aparición 
de ustedes en mi vida. Cíntia, eres mi ángel y el corazón más bondadoso que jamás había 
conocido. Gracias por darme tu vida y seguir entregándome tu apoyo infinito. Nohorita ¡qué 
amor eres! ¿Qué haría yo sin ti? ¿Sin tu enorme alma y fortaleza eterna? Eres de esas mujeres 
que admiro y el honor siempre será mío por compartir cada día cerquita tuyo. A ambas, muchas 
gracias por creer en mí cuando nadie lo hizo, levantarme y enseñarme que el mundo es más 
bello de lo que yo pensaba. Laia, te quiero muchísimo, y demás está decirte que aparte de ser 
mi compañera y mi equipo, eres mi amiga y una de las mejores que se puede tener. Simona y 
Lucia, gracias por darme un espacio en sus vidas. Me siento tan en casa a su lado que me 
llenan con su sola presencia. Para mí ustedes son pura vida y libertad. Agradecida estoy por 
cada minuto que vivimos juntas. Las quiero millones y más.  
Pablo, tú eres mi especial. Sin ti no habría sobrevivido a muchos momentos. Te quiero 
muchísimo. De hecho, no existe día en que no vibre estando a tu lado ¡gracias por todo!  
Nuria, gracias por todos los momentos compartidos y esos abrazos que construyen. Y a ti Aida, 
mi negra bella, gracias por aparecer en mi vida. 
Muchas gracias también al resto del grupo random, por cada birra, alegría celebrada y apoyo 
entregado, Tere, Iván, Pol, José, Gemma, Laura, Erica, Anna, Victor, Jesús y en especial a Fadua, 
por haber sido una excelente compañera de casa, apoyarme cuando más lo necesité y 
abrazarme como sólo una hermana podría hacerlo. 
 
Cómo no mencionar también a Claudia, Javo y María. Muchas gracias a cada uno por 
acompañarme en los primeros días de mi vida Reusense. Siempre están presentes en los buenos 
recuerdos de esos días. Al grupo de Barcelona, Ricardo, Roland, Luis, Maybell y Patri, por esas 
noches, esas risas, esas músicas, esas conversaciones y ese cariño que siempre me han 
entregado. Y a ti Roberto, muchísimas gracias por haber aparecido en Barcelona, trayendo 
sabor de hogar y nuevos aires a mi vida ¡no sabes cuánto te quiero! 
 
Pero sin duda, a la persona que le debo seguir estando entera, después de todo esto, es a ti. 
Juan, muchas gracias por aparecer en mi vida y confiar en que lo mejor para ambos era caminar 
juntos construyendo un presente. No sabes todo lo que ha significado el que tú hayas estado a 
mi lado todo este tiempo, compartiendo lo duro de este último tramo. Gracias por sostenerme, 
darme abrigo, creer en mí, hacerme sonreír y dejarte abrazar todas las noches. Para mí es un 
honor poder vivir tu empuje, grandeza, bondad, fortaleza y humildad diariamente. De hecho, 




Hace casi 5 años lo dejé todo en Chile, viniéndome con una maleta llena de expectativas y 
ansiedades a España. Después de todo, la gente que está detrás de mí es ésa, la chilena, la 
que nunca ha dejado de confiar en mí y creer que esta locura era necesaria.  
En primer lugar, darles las gracias a mis hermanas Paula, Paulina, Joceline y Camila. Podría 
estar eternamente diciéndoles lo importantes que son para mí. Ustedes son el soporte, el hogar, 
el amor y la familia. Esa mano pese a las distancias y a las horas de diferencia. Gran parte de 
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este camino fue gracias a la fraternidad eterna que ustedes cuatro me brindan. Gracias por 
todo. Las amo muchísimo.  
Sandra ¡ay amor! ¡Cuánto extraño cada uno de tus abrazos y tus palabras! Sin embargo, he 
podido sentir tu apoyo incondicional, diariamente. Tú fuiste una de esas personas que me 
empujó a decidir y no sabes lo agradecida que estoy por eso. Te adoro.  
Especiales agradecimientos a Miguel, Gonzalo, Pame, Diego, Paula, Vivian y Marcela. Muchas 
gracias por darme su amistad a la distancia y haber estado en momentos claves de estos últimos 
años ¡los quiero mucho! 
 
Naza, prima. Gracias por valorarme a pesar de todo y por tus ánimos infinitos. Y tío José, he 
estado siempre agradecida por su eterna preocupación para conmigo. 
 
Finalmente, y no menos importantes, no puedo dejar de lado a esas dos personitas que fueron 
las últimas que se despidieron de mí, después de una locura de cambios de casa, visados, billetes 
de avión y contratiempos. Papá, sin tus sabios consejos no hubiera podido llegar a cumplir 
ninguna de mis metas. Tus retos personales, tu responsabilidad, practicidad, calma, empuje y 
fortaleza son para mí una base para construir mi futuro. Muchas gracias por haberte querido 
dar conmigo una segunda oportunidad. Mamá, me dejaste volar y aquí me encuentro, a más 
de 11000 km de ti, escribiéndote. Eso te lo agradeceré toda mi vida. Eres el motor de mis 
decisiones y el apoyo constante aunque las circunstancias fuesen adversas. Muchas gracias por 
dármelo todo, tus alegrías, tiempos, errores y bellezas. A ambos, millones de gracias. Nunca 
han dejado de estar presentes. Los amo y amaré eternamente.  
 
 
…Y en un pequeño instante, dejó de ser de noche. 
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Uno de los insecticidas más utilizados en el mundo es el organofosforado clorpirifós 
(CPF). Su uso masivo provoca que una gran parte de la población esté en constante 
exposición. De hecho, diversas investigaciones han evidenciado los efectos perjudiciales 
derivados de exposiciones a bajas dosis de CPF en edades tempranas y adultas. Sin 
embargo, las variaciones genéticas dentro de una población pueden alterar en gran 
medida los efectos de algunos agentes químicos, contribuyendo al desarrollo de 
diferentes niveles de susceptibilidad entre individuos. Las dos isoformas más frecuentes 
de la apolipoproteína E (apoE) humana han demostrado afectar diferencialmente 
procesos neurobiológicos y metabólicos. En este sentido, es sabido que el genotipo apoE 
presenta interacciones específicas con factores medioambientales. El objetivo principal 
de esta tesis doctoral fue estudiar la influencia del genotipo apoE sobre los cambios 
físicos, conductuales y bioquímicos provocados por una exposición postnatal a CPF a 
corto, medio y largo plazo, valorando además la respuesta a una re-exposición posterior 
en sujetos adultos. Se utilizaron ratones transgénicos homocigotos para los alelos ε3 o 
ε4 del gen APOE humano de ambos sexos, exponiéndolos a 0 ó 1 mg/kg/día de CPF desde 
el día 10 a 15 postnatal, y a una re-exposición de 0 ó 2 mg/kg/día desde el quinto a 
séptimo mes, valorándose en el periodo de lactancia: el desarrollo postnatal y la 
expresión génica de enzimas de detoxificación de CPF en hígado y componentes del 
sistema colinérgico en cerebro; y evaluándose en edad adulta: la socialización y 
preferencia por la novedad social, el aprendizaje y memoria espacial, la glicemia y la 
ingesta de comida. Además, se evaluó el peso corporal a lo largo de los 7 meses, y la 
actividad colinesterasa plasmática y cerebral después de cada exposición. En general, los 
sujetos apoE3 y apoE4 presentaron diferencias a todos los niveles estudiados desde el 
nacimiento. La exposición postnatal a CPF provocó un retraso en la apertura de ojos y 
un deterioro en el desarrollo neuromotor. En tanto, la exposición en edad adulta causó 
un aumento en la ingesta de comida, en todos los individuos. No obstante, la mayoría 
de efectos causados por ambas exposiciones a CPF variaron según el genotipo apoE y el 
sexo. Así, CPF en edad temprana modificó la expresión génica de determinados 
marcadores hepáticos y del sistema colinérgico en los sujetos apoE3 a corto plazo. A 
largo plazo, esta exposición causó alteraciones sobre los comportamientos sociales en 
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los machos apoE3 y el aprendizaje en las hembras apoE4; asimismo, desencadenó 
distintos cambios sobre el peso corporal en los machos de ambos genotipos, desde el 
tercer mes de vida. CPF en edad adulta afectó la glicemia, el aprendizaje, la memoria y 
la actividad colinesterasa cerebral en sujetos apoE4, en función del sexo. En 
determinados casos, en machos apoE3 se observó que la re-exposición a CPF en edad 
adulta revierte los efectos provocados por la exposición postnatal. En conjunto, estos 
resultados demuestran que el genotipo apoE contribuye en la manifestación de diversos 
efectos derivados de la exposición a CPF, existiendo una diferencia significativa entre las 
consecuencias de una exposición en periodo postnatal y en edad adulta. En este sentido, 
la exposición en edad temprana repercutió en mayor medida a los sujetos apoE3, 
mientras que las consecuencias inmediatas de la exposición en edad adulta fueron más 
evidente en los apoE4. De este modo, esta tesis doctoral pone en evidencia nuevos 















Palabras clave: clorpirifós, apolipoproteína E, desarrollo, paraoxonasas, colinesterasa, 
sistema colinérgico, peso corporal, comportamiento, conductas sociales, aprendizaje y 
memoria. 
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5-HT: Serotonina  
ACh: Acetilcolina 
AChE: Acetilcolinesterasa 
AChE-R: Isoforma R de la acetilcolinesterasa 
AChE-S: Isoforma S de la acetilcolinesterasa 
ADN: Ácido desoxirribonucleico 
ADNc: ADN complementario 
ApoE: Apolipoproteína E 
ANOVA: Análisis de la varianza 
ARN: Ácido ribonucleico 
BChE: Butirilcolinesterasa 





CYP450: Citocromo P450 
Ct: Ciclo umbral 
DEP: Dietilfosfato  
DEPC: Dietil pirocarbonato 
Dietiltiofosfato: DETP  
DL50: Dosis letal 50 
DPN: Día postnatal 
DTNB: Ácido 5,5-ditiobis (2-nitrobenzóico)  
EA: Enfermedad de Alzheimer 
EDTA: Ácido etilendiaminotetraacético 
EE.UU.: Estados Unidos de América 
EPA: Agencia de Protección Ambiental de EE.UU. 
GAPDH: Gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa 
HC-3: Hemicholinium-3 
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HDL: Lipoproteínas de alta densidad 
LDLR: Receptores de lipoproteínas de baja densidad  
mAChRs: Receptores muscarínicos 
MANOVA: Análisis multivariado de la varianza 
MWM: Laberinto acuático de Morris 
nAChRs: Receptores nicotínicos 
OP: Organofosforado 
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Capítulo I. Introducción 
1. Clorpirifós 
 
Las consecuencias de la interacción entre los plaguicidas y los seres vivos se han 
estudiado en profundidad desde hace más de 20 años, sin embargo la primera voz de 
alerta fue Rachel Carson en su libro “La Primavera Silenciosa” del año 1962, donde 
expone una poderosa pregunta ¿quién puede creer que se pueda verter sobre la superficie 
de la tierra semejante diluvio de venenos sin hacer que enferme toda forma de vida? (Casida 
and Quistad, 1998). Por consecuencia de diferentes movimientos y bajo la necesidad de 
verificar el nexo entre los beneficios aportados y los perjuicios adquiridos, tanto para el 
ecosistema y la biodiversidad, como para las posibles consecuencias en la salud humana, 
se crearon agencias reguladoras a mediados de los años 70. Asimismo, han habido 
muchos esfuerzos desde entonces para acotar los usos de los plaguicidas y poder 
minimizar los riesgos asociados (Eaton et al., 2008). Sin embargo, la evidencia sugiere 
que flora y fauna siguen estando amenazadas por una gran cantidad de ellos (Saunders 
et al., 2012). Hasta la fecha, se ha establecido que la población de mayor vulnerabilidad 
para los efectos neurotóxicos, provocados por estos agentes, son los niños; sin embargo, 
los trabajadores que los manejan diariamente, son el grupo que se enfrenta a una mayor 
posibilidad de sufrir re-exposiciones continuas (Guardino et al., 1998).  
 
1.1. Contexto general 
En el año 1942, la incorporación del insecticida organoclorado llamado dicloro-difenil-
tricloroetano o DDT a los campos agrícolas, daría paso a la llamada “era dorada de los 
plaguicidas” (Casida and Quistad, 1998). En este periodo, se crearon diversas sustancias 
utilizadas como herbicidas, insecticidas, fungicidas, nematocidas, rodenticidas y 
fumigantes, siendo todas estas una herramienta fundamental para la actividad agraria.  
 
Particularmente, una gran familia de plaguicidas la componen los compuestos orgánicos 
organofosforados (OPs), siendo más de 200 derivados ésteres, amidas o tioles obtenidos 
del ácido fosfónico y ácido fosfórico (Figura 1) (Jett and Richardson, 2009). A mitades 
del 1800 se sintetizó el primer OP, el tetraetil pirofosfato (TEPP), pero no fue hasta el 
1937 cuando el químico alemán Gerhard Schrader descubrió la propiedad insecticida de 
estos compuestos (Soltaninejad and Shadnia, 2014). Más adelante, los agentes OPs 
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demostraron ser menos persistentes en el ambiente que los organoclorados y también, 
altamente eficaces. Estas características junto a las restricciones sobre el uso de la 
mayoría de los insecticidas organoclorados persistentes, impuestas en la década del 70’, 
contribuyeron a que los OPs fuesen los plaguicidas de elección, provocando su uso 
masivo (Pope, 1999). Importante mencionar que, además de este fin, los OPs han sido 
utilizados como agentes terapéuticos, plastificantes, lubricantes, retardantes de llama, 





Figura 1. Estructura química general de los plaguicidas OPs. X es el residuo acilo, pudiendo ser un haluro, 
cianuro, tiocianato, fenoxi u otra estructura aromática. R1 y R2 son radicales orgánicos como alquilo, alcoxi, 
alquiltio o grupo amida. Un oxígeno o un átomo de azufre pueden unirse con un enlace doble al fósforo. 
Adaptado de Costa, 2006. 
 
Los OPs tienen un mecanismo de toxicidad en común, la inhibición de la enzima 
acetilcolinesterasa (AChE) en el sistema nervioso central (SNC) y periférico. No 
obstante, se han descrito numerosas dianas adicionales para los OPs como otras 
enzimas, sistemas de neurotransmisión, factores neurotróficos y moléculas específicas 
de algunas vías de señalización celular (ver revisiones de Casida and Quistad, 2004; Pope, 
1999; Terry, 2012). A su vez, estos insecticidas presentan una selectividad relativamente 
baja, llegando a ser tóxico para otras especies, incluida la humana (Costa, 2006). En 
efecto, este grupo de sustancias es responsable de diversos casos de intoxicación en el 
mundo, siendo parte de accidentes tanto intencionales como no intencionales, 
especialmente en ambientes laborales (Suratman et al., 2015). Además de las 
consecuencias por intoxicaciones agudas, se han descrito múltiples trastornos asociados 
a la exposición crónica de los OPs como déficits cognitivos, fallas motoras y sensoriales, 
enfermedades neurológicas (ver revisiones de Alavanja et al., 2004; Sánchez-Santed et 
al., 2016); dificultades respiratorias, alergias, efectos endocrinos y en el sistema inmune 
(ver revisión de Costa, 2006); trastornos emocionales, depresión y ansiedad (Bayrami 
et al., 2012; Malekirad et al., 2013; Muñoz-Quezada et al., 2017; Wesseling et al., 2010); 
y efectos sobre el metabolismo, incidencia de diabetes y aumento de peso (Lee et al., 
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2014; Malekirad et al., 2013; Montgomery et al., 2008). También, cabe señalar que un 
gran número de autores han asociado estos insecticidas a problemas sobre el 
neurodesarrollo en los niños (ver revisiones de Jurewicz et al. 2013; Muñoz-Quezada et 
al. 2013; Aguilar-Garduña et al. 2014), evidenciando que estos compuestos 
efectivamente son neurotóxicos para la población en general. 
 
Uno de los OPs más utilizados en el mundo es el clorpirifós (CPF) (Saunders et al., 
2012). Este compuesto está registrado como insecticida y acaricida para ser utilizado 
sobre una gran diversidad de suelos y follajes, incluyendo cultivos de uso alimentario 
(frutas, cereales, hortalizas, etc.), actividades industriales no alimentarias (césped de 
campos de golf, césped cultivado en granjas, zonas industriales, invernaderos, viveros y 
productos de madera), productos para fines residenciales (cebo para cucarachas y 
tratamientos para hormigueros), y prácticas de salud pública (control aéreo y terrestre 
de mosquitos) (United States Environmental Protection Agency - EPA, 2014). Su 
introducción en el mercado fue en el año 1965, pero no fue hasta el 2001 cuando la 
Agencia de Protección Ambiental de EE.UU. (EPA) comenzó a restringir algunos usos, 
específicamente los de índole doméstica por su gran potencial neurotóxico. Sin embargo, 
en la UE hasta hace algunos años continuaban las discusiones entre organizaciones y 
estamentos gubernamentales sobre la prohibición para ciertos fines, al basarse en que 
faltaban pruebas concluyentes sobre la aparente toxicidad de CPF (Saunders et al., 2012). 
Igualmente, dentro de estos últimos años la EPA ha contabilizado cerca de 800 
formulaciones que contenían CPF como principio activo, siendo las marcas más 
conocidas Dursban y Lorsban, disponible en preparaciones fluidas y granulares 
comercializadas por Dow AgroSciences (United States Environmental Protection 
Agency - EPA, 2014). Esta empresa, la mayor fabricante de CPF en los EE.UU. y la UE, 
comenzó en el año 2006 a retirar progresivamente las recomendaciones de uso fuera 
de la industria agrícola, pero otros productores de CPF han podido mantener su 
utilización doméstica en otros países (European Food Safety Authority - EFSA, 2015). 
 
1.2. Estructura y propiedades fisicoquímicas 
CPF (O,O-dietil-O-(3,5,6-tricloro-2-piridil) fosforotionato) es un sólido blanco, 
cristalino, con un ligero olor mercaptánico, soluble en un gran número de solventes 
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orgánicos (acetona, xileno y cloruro de metileno, entre otros) y prácticamente insoluble 
en agua (Tabla 1). Es estable en soluciones acuosas ácidas y neutras, sin embargo es 
inestable a medida que aumenta el pH del medio. Posee un átomo central de fósforo 
pentavalente y tetracoordinado, con un enlace covalente unido a un átomo de azufre. 
Este fósforo presenta unión con dos grupos etilos más estables. Un átomo de oxígeno 
une a la molécula con una compleja estructura aromática inestable, la que se libera 
fácilmente durante el proceso de biotransformación (United States Environmental 
Protection Agency - EPA, 2014). 
 
Tabla 1. Principales propiedades fisicoquímicas de clorpirifós 




Estructura empírica C9H11Cl3NO3PS 
Nombre IUPAC O,O-dietil-O-(3,5,6-tricloro-
2-piridil) fosforotionato 
Número CAS 2921-88-2 
Peso molecular 350,57 g/mol 
Densidad (a 43,5°C) 1,398 g/cm3 
Presión de vapor (a 20-25°C) 1,87x10-5 mmHg 
Punto de fusión 41,5 - 43,0 ºC 
Punto de ebullición Descomposición a 160ºC 
Coeficiente de reparto octanol:agua 4,82 
Solubilidad en agua (a 20 ºC) 0,7 mg/L 
Solubilidad en agua (a 25 ºC) 2,0 mg/L 
Solubilidad en isooctano 79% p/p 
Solubilidad en metanol 43% p/p 
Adaptado de National Center for Biotechnology Information, 2017.  
 
Por otra parte, CPF tiene una persistencia corta a moderada en el medio ambiente como 
resultado de variados mecanismos de degradación, incluyendo la volatilización, fotólisis, 
hidrólisis abiótica y biodegradación mediada por algunas bacterias (Solomon et al., 2014). 
No obstante, estudios recientes revelan que residuos de CPF se pueden encontrar tanto 
en áreas rurales como urbanas (Ccanccapa et al., 2016; Page et al., 2014), detectándose 
también en aire, lluvia y nieve, lo que indicaría su potencial para ser transportado a 
grandes distancias (Mackay et al., 2014). Además, CPF se une rápidamente a plantas y 
suelos, con una vida media que varía de 6 h a 3 días. Por este motivo, se recomienda 
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que se evite su liberación masiva al medioambiente (Eaton et al., 2008; United States 
Environmental Protection Agency - EPA, 2014). Este insecticida se considera tóxico por 
ingestión, sin embargo puede ingresar al organismo por otras vías, como la inhalatoria o 
la dérmica (European Chemicals Agency - ECHA 2008). La Organización Mundial de la 
Salud (OMS) clasifica a CPF dentro de los compuestos moderadamente peligrosos, clase 
II, con una DL50 en ratas de 135 mg/kg (World Health Organization - WHO, 2009). 
 
1.3. Vías de exposición  
A lo largo de los últimos 50 años, numerosos estudios han evaluado las potenciales vías 
de exposición a CPF (Eaton et al., 2008). Si bien, no cabe duda que los trabajadores 
agrícolas y sus familias son la población de mayor riesgo a la exposición de este 
insecticida y otros OPs (Suratman et al., 2015), no deja de ser preocupante que fuera 
de zonas principalmente agrícolas, también se presenten efectos de exposición (Muñoz-
Quezada et al., 2017).  
 
Durante muchos años, la absorción por vía inhalatoria se consideró una importante ruta 
de exposición para la población general, ya que CPF se encontraba disponible para el 
control de insectos a nivel residencial (Eaton et al., 2008). Aunque ya no es un problema 
relevante en países desarrollados como EE.UU. y algunos de la UE, todavía en España, 
algunas de las 40 marcas comerciales de este insecticida poseen la autorización para ser 
utilizadas en jardinería exterior doméstica hasta el año 2018 (Ministerio de Agricultura 
Alimentación y Medio Ambiente, 2017).  
 
Por otro lado, las características de CPF y su uso conducen a su dispersión atmosférica 
y acumulación en el suelo, el agua y en los alimentos, provocando que fuera de los 
ámbitos laborales la población también se vea expuesta (Saunders et al., 2012). 
Asimismo, la exposición alimenticia está siendo considerada la principal fuente de 
exposición no ocupacional (de Gavelle et al., 2016; Fang et al., 2015). En los años 90, el 
Consejo Nacional de Investigación de EE.UU. (NRC) declaró que "la ingesta por vía 
alimenticia representa la principal fuente de exposición a plaguicidas para lactantes y niños”  
(National Research Council - NCR, 1993). Asimismo, se considera que la dieta es la 
fuente más importante de exposición a CPF para este grupo, estimándose una dosis 
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consumida de 0,01 µg/kg/día en niños (Eaton et al., 2008). Esta exposición puede surgir 
de los residuos de CPF en las frutas y vegetales que se consumen en una ingesta normal 
de comida, pero igualmente del agua, de la leche y sus productos derivados (Saunders 
et al., 2012). También se debe tener presente que, en el periodo pre y postnatal, la 
madre vehiculiza en parte la exposición a este insecticida, mediante la vía placentaria y 
su propia leche (Li et al., 2012). En este sentido, estudios con animales han concluido 
que el estrés oxidativo y las alteraciones bioquímicas e histopatológicas en lactantes, 
pueden deberse a la transferencia de CPF desde la leche materna (Mansour and Mossa, 
2010).  
 
1.4. Absorción, distribución, metabolismo y excreción 
El perfil farmacocinético de CPF ha sido extensamente analizado en sistemas in vitro, 
modelos animales in vivo y seres humanos (Nolan et al., 1984; Smith et al., 2014; Timchalk 
et al., 2002). 
 
Por vía oral, CPF se absorbe bien en el intestino, con una biodisponibilidad de un 70% 
en humanos, aunque las propiedades fisicoquímicas de la formulación mediarían el grado 
de absorción del compuesto (Nolan et al., 1984). Por vía inhalatoria, CPF es bien 
absorbido (Geer et al., 2004), sin embargo no existen mediciones directas de 
biodisponibilidad por esta vía (Eaton et al., 2008). No obstante, en accidentes, donde la 
exposición por esta ruta ha sido alta, los síntomas de intoxicación (confusión, dolor de 
cabeza, náuseas, vómitos y mareos), han ocurrido en un tiempo inferior a 1 hora, lo que 
indica la rápida absorción del insecticida (Cochran, 2002). En humanos se sabe que la 
absorción dérmica no es más de un 5% (Griffin et al., 1999; Meuling et al., 2005; Nolan 
et al., 1984) y depende de la formulación comercial. En ratas, esta vía ha demostrado 
producir inhibición de la actividad colinesterasa (ChE) (Latuszyńska et al., 2001).  
 
Por otra parte, la elevada lipofilicidad de CPF permite que su distribución y acumulación 
sea principalmente en tejidos con alto contenido en grasa. Así, el coeficiente de partición 
grasa/sangre es de 435:1 y el de cerebro/sangre es de 33:1, superando a las presentadas 
por el hígado y riñón (Eaton et al., 2008). CPF también se une un 99-98% a diversas 
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proteínas, como por ejemplo la albúmina plasmática (Tarhoni et al., 2008). Estudios 
epidemiológicos han encontrado una alta correlación entre CPF en sangre materna y 
CPF en cordón umbilical, lo cual indica que este insecticida es capaz de atravesar 
fácilmente la barrera placentaria (Whyatt et al., 2005).  
 
Cabe señalar que para entender los efectos neurotóxicos de CPF es necesario detenerse 
en sus vías de biotransformación (Figura 2). Como otros fosforotioatos, CPF se 
metaboliza por el citocromo P450 (CYP450) y el paso de CPF a CPF-oxón (CPO) se 
produce por la reacción de desulfuración oxidativa, originando un enlace P-O, que lo 
convierte en un potente inhibidor de la ChE (Sultatos et al., 1982). La detoxificación del 
oxón la realizan otra serie de enzimas, como la enzima paraoxonasa-1 (PON1), que 
cataliza su hidrólisis (Costa et al., 1990; Sultatos and Murphy, 1983) y las 
carboxilesterasas y la butirilcolinesterasa (BChE), que previenen la entrada de CPO al 
cerebro u otros órganos (Chanda et al., 1997) (ver en detalle en sección 1.4.1.). A su 
vez, diversas isoformas de la CYP450 catalizan la dearilación de CPF transformándolo a 
dietilfosfato (DEP), dietiltiofosfato (DETP) y 3,5,6-tricloro-2-piridinol (TCPy). Otros 
productos de la metabolización de CPF son los productos glutatión conjugados y 
glucurónidos conjugados (Eaton et al., 2008). 
 
CPF no puede ser detectada en orina, por ser un compuesto rápidamente metabolizado 
y extremadamente lipofílico (Nolan et al., 1984). Así, gran parte de los metabolitos 
procedentes de su biotransformación son eliminados por excreción urinaria, siguiendo 
esta concentración: TCPy > DETP > DEP > glucurónidos conjugados (Eaton et al., 2008). 
Estudios en exposición por vía oral han demostrado que se pueden encontrar 
metabolitos en orina 24 h después de dicha exposición, y que DEP y TCPy siguen siendo 
detectable a las 48 h, teniendo el pico máximo de excreción a las 12 h (Timchalk et al., 
2007).  En relación a la excreción por vía biliar, se han encontrado tanto los productos 
glutatión conjugados como glucurónidos conjugados (Eaton et al., 2008). Por otro lado, 
estudios con humanos han encontrado CPF en muestras de leche en mujeres de la India 
(Sanghi et al., 2003) y en madres de poblaciones urbanas en California (Weldon et al., 
2011). Estudios empíricos también han detectado altos niveles de CPF en leche materna 
(Mattsson, 2000).  
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Figura 2. Metabolismo de CPF y CPO. Dentro de la vía de transformación de CPF participa el citocromo 
P450 (CYP450), el producto intermedio fosfoximitirio, las enzimas butirilcolinesterasa (BChE) y paraoxonasa-
1 (PON1) y sus productos finales 3,5,6-tricloro-2-piridinol (TCPy), dietiltiofosfato (DEPT) y dietilfosfato (DEP). 
Adaptado de Smith et al., 2014. 
 
1.4.1. Enzimas de detoxificación 
La BChE pertenece a la familia de las serinas hidrolasas, enzimas que poseen como 
característica la presencia de una serina en su sitio activo (Lockridge, 2015). El gen BCHE 
se localiza en el brazo largo del cromosoma 3 (3q26.1-26.2). El gen en humanos es 
polimórfico, con más de 75 variantes genéticas en la población (Lockridge, 2015), sin 
embargo, no se produce un splicing alternativo de la BChE. Así, la BChE tetramérica 
globular soluble en plasma y las formas ligadas a la membranas de las células musculares 
y neurales, están codificadas por el mismo gen (Massoulié, 2002). El cuerpo humano 
posee BChE en la mayoría de los tejidos, no obstante se encuentra en mayor proporción 
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en plasma e hígado. Igualmente, altos niveles de expresión de BChE están presentes en 
el hígado, el cual es la principal fuente de la BChE plasmática (Johnson and Moore, 2012).  
Por otra parte, se ha observado que la actividad BChE es mayor en hombres que en 
mujeres (Brock and Brock, 1993; Zimmer et al., 2012). 
 
Aunque no se sabe con exactitud el rol principal de BChE en el organismo (Lockridge, 
2015), se han descrito diversas funciones en la mayoría de los tejidos. BChE está asociada 
a la biotransformación de distintas sustancias como la fisostigmina, cocaína, heroína, 
terbutalina, ácido acetilsalicílico, 2-araquidonoilglicerol y OPs, entre ellos CPF. Para 
estos últimos, la BChE reacciona rápidamente hasta con dosis sub-tóxicas, siendo un 
excelente biomarcador de exposición (Lockridge, 2015). También, actúa respaldando la 
función fisiológica de AChE en la hidrólisis de ACh en situaciones donde ésta se 
encuentra disminuida (Manoharan et al., 2007). Además, BChE desacila el péptido grelina 
(De Vriese et al., 2004), el cual es uno de los orexígenos y agentes adipogénicos más 
potentes conocidos en la fisiopatología mamífera (ver revisión de Giménez and Caixàs, 
2004). Altos niveles de grelina acilada en plasma, con una elevada inhibición de la ChE 
plasmática, se han observado tras un significativo aumento de peso en ratones expuestos 
a CPF (Peris-Sampedro et al., 2015b). A la vez, se ha demostrado que la sobreexpresión 
de BChE provoca una disminución de la agresión y el estrés social en ratones, mediante 
la reducción de los niveles de grelina en el torrente sanguíneo (Brimijoin et al., 2016).  
 
Por otro lado, se han descrito tres enzimas paraoxonasa, la PON1, paraoxonasa-2 
(PON2) y paraoxonasa-3 (PON3). Los genes de cada una están agrupados 
conjuntamente en el brazo largo del cromosoma humano 7 (7q21-22) (Furlong et al., 
2016). PON1 se sintetiza principalmente en el hígado y una fracción va hacia el plasma, 
donde se asocia con lipoproteínas de alta densidad (HDL) (Costa et al., 2005). Además, 
está presente en primates y otros mamíferos, pero sólo se han descrito polimorfismos 
en humanos y conejos (Watson et al., 2001). PON2 se ha detectado en diversos tejidos 
incluyendo hígado, pulmón, riñón, corazón, páncreas, intestino delgado, músculo, 
testículos, células endoteliales, células epiteliales traqueales, macrófagos y cerebro, tanto 
de humano como de ratón (Marsillach et al., 2008). Se sabe que los niveles de PON2 
son mayores en hembras que en machos, estas diferencias entre sexos se han 
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encontrado en ratones, ratas, humanos y primates no humanos (Garrick et al., 2016; 
Giordano et al., 2013). En tanto, PON3 es sintetizada principalmente por el hígado y, en 
niveles más bajos, por el riñón. Al igual que PON1, PON3 se encuentra en plasma 
estrechamente ligado a HDL (Furlong et al., 2016). También se ha identificado en 
múltiples tejidos de ratón (Marsillach et al., 2008). 
 
Las tres formas modulan la inflamación y el estrés oxidativo en diferente grado. Sin 
embargo, sólo PON1 hidroliza metabolitos activos de varios OPs, como el paraoxón, 
diazoxón y CPO (Furlong et al., 2016) con diferente eficiencia catalítica, siendo para 
CPO 10 veces mayor que para paraoxón  (Li et al., 2000). Las variantes alélicas atribuidas 
a su gen afectan de manera diferente la eficiencia catalítica de la enzima y su nivel de 
expresión. Así, en base al polimorfismo presentado por la propia PON1, cada individuo 
tendrá una capacidad distinta de detoxificar CPO (Furlong et al., 2005). Por otra parte, 
se ha observado, bajo estrés oxidativo, un incremento de la expresión de PON2, como 
también una disminución de la actividad de PON3 (Rosenblat et al., 2003). Asimismo, un 
único estudio ha estudiado el efecto de CPF sobre los niveles de PON2, demostrando 
que aumenta su expresión en el epitelio pigmentario de la retina tras su exposición (Jasna 
et al., 2014). 
 
1.5. Principales dianas y mecanismos de acción 
El mecanismo de acción principal de CPF es inhibir la acción de AChE, mediante la 
fosforilación del residuo serina localizado en su sitio catalítico. La inhibición es de 
carácter irreversible, debido a que esta enzima se “envejece”, es decir, pierde uno de 
los grupos alquilo y la actividad AChE sólo se reestablece por la nueva síntesis de la 
enzima. Esto trae como consecuencia la acumulación de la acetilcolina (ACh) en los 
terminales nerviosos, obteniéndose una sobreestimulación en los receptores 
colinérgicos del sistema nervioso periférico y SNC (Chambers, 1992), dando paso a una 
regulación decreciente de los receptores, como por ejemplo los receptores 
muscarínicos (mAChRs) (Li et al., 2012).  
 
Adicionalmente a la inhibición producida en cerebro, espina dorsal y sistema nervioso 
periférico, CPO se une e inhibe la AChE de los glóbulos rojos y la BChE plasmática (Li 
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et al., 2012). BChE fue la segunda molécula en identificarse como diana de acción para 
la familia de los OPs, aunque su sensibilidad varía entre un compuesto y otro (Casida 
and Quistad, 2004).  
 
1.5.1. Sistema colinérgico 
El sistema colinérgico es un conjunto de diversos elementos que modulan la sinapsis 
colinérgica (Figura 3). En la neurona presináptica, la enzima colinacetiltransferasa (ChAT) 
es la responsable de catalizar la biosíntesis de la acetilcolina (ACh) a partir de dos 
precursores: la acetil-coenzima A (acetil-coA) y la colina. Tras su síntesis, ACh es 
transportada, desde el citoplasma hacia el interior de las vesículas sinápticas, mediante 
el transportador vesicular de acetilcolina (VAChT) (Kandel et al., 2013). Así, pequeños 
cambios en la expresión de VAChT pueden generar alteraciones en el almacenaje de 
ACh en las vesículas y, posteriormente, en la transmisión sináptica (Prado et al., 2013). 
Por otro lado, cabe mencionar que la ChAT está presente en numerosas células y 
participa en funciones no-colinérgicas diversas como la homeostasis celular, mitosis, 
diferenciación celular, organización del citoesqueleto y regulación del sistema inmune  
(Abreu-Villaça et al., 2011). 
 
Después de la liberación de ACh al espacio sináptico, puede unirse a dos tipos de 
receptores: los mAChRs y los nicotinicos (nAChRs). Se han descrito cinco mAChRs 
(M1, M2, M3, M4 y M5), los cuales activan distintas vías de señalización: M2 y M4 reduce 
los niveles de AMP cíclico, inhibiendo la adenilato ciclasa, a través de la activación de una 
proteína G inhibidora (Gi); M1, M3 y M5 están involucrados en la formación de 1,4-
trisfosfato de inositol (IP3) y diacilglicerol (DAG), activando la fosfolipasa C acoplada a 
proteína Gq (Kandel et al., 2013). En tanto, nAChRs son canales iónicos activados por 
ligando, compuestos por combinaciones de subunidades y se pueden clasificar en dos 
principales: los homoméricos y los heteroméricos, siendo estos últimos los más 
preponderantes en el cerebro de mamífero (Zoli et al., 1998). Los receptores mAChRs 
y nAChRs desempeñan un papel en la modulación de la proliferación y supervivencia 
celular, diferenciación neuronal, formación y maduración de sinapsis, desplazamiento 
axonal y liberación de neurotransmisores (Abreu-Villaça et al., 2011).  
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La AChE es una esterasa que hidroliza a la ACh en acetato y colina, regulando la 
concentración de este neurotransmisor en la sinapsis (Massoulié et al., 1993). Esta 
enzima se encuentra, en mayor medida, en músculo esquelético y cerebro (Lockridge, 
2015). Está codificada por un único gen, localizado en el cromosoma 7 en humanos y 5 
en ratones. Por medio de splicing alternativo puede generar diferentes isoformas: 
dimérica (AChE-E), monomérica (AChE-R) y tetramérica (AChE-S), siendo estas dos 
últimas importantes para el sistema nervioso (Meshorer et al., 2002; Meshorer and 
Soreq, 2006). AChE-S se asocia con moléculas de anclaje de membrana, que determinan 
parcialmente la localización sináptica de la proteína (Massoulié et al., 1999). En tanto, la 
AChE-R es soluble (Soreq and Seidman, 2001). Las formas ancladas representan el 70-
90% de la actividad AChE total en el sistema nervioso (Grassi et al., 1982) y el otro 10-
30% involucran las formas desancladas (Perrier et al., 2005). Tradicionalmente, las 
formas ancladas de AChE-S se les ha designado como G4, mientras que AChE-R y AChE-
S solubles o desancladas se les conoce como G1 y G2, respectivamente (Zimmerman 
and Soreq, 2006). Por otra parte, AChE-S es la isoforma más abundante en sujetos sanos 
(Weinstock and Groner, 2008) y se ha vinculado al rendimiento cognitivo (Das et al., 
2005; García-Ayllón et al., 2003). Además, se ha encontrado que, bajo condiciones de 
estrés, existe una sustitución a largo plazo de la isoforma S a R (Meshorer et al., 2002). 
A su vez, la expresión de la AChE-R se ha visto incrementada en exposiciones a somán 
(Perrier et al., 2005), paratión (López-Granero et al., 2014) y CPF (López-Granero et 
al., 2014, 2013b). Algunos autores han asociado esos incrementos de AChE-R con un 
posible rol neuroprotector (Meshorer et al., 2002; Schliebs and Arendt, 2011).  
 
1.5.2. Otras dianas para clorpirifós  
Se han observado otras dianas y mecanismos asociados a CPF y su forma oxón, como la 
inhibición de las enzimas encargadas del metabolismo de endocannabinoides, la amida 
hidrolasa de ácidos grasos (FAAH) y la monoacilglicerol lipasa (MAGL) (Carr et al., 2013; 
Casida et al., 2008; Liu et al., 2015; Nomura et al., 2008; Noro et al., 2013; Quistad et 
al., 2001); la inhibición in vitro e in vivo, por CPF y otros OPs, del receptor CB1 del 
sistema cannabinoide  (Quistad et al., 2002; Ross et al., 1998; Segall et al., 2003); la 
inhibición a las ATPasas por niveles de micro a milimolar de CPO (Schuh et al., 2002); 
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la inhibición de la acilpeptido hidrolasa (APH), enzima involucrada en el metabolismo de 
péptidos (Cardona et al., 2013; Fu et al., 2016; Quistad et al., 2005).  
 
Además, se ha relacionado CPF a la inhibición de la síntesis de ADN en cultivos celulares 
(Qiao et al., 2001); al incremento de las especies reactivas de oxígeno (ROS) en las 
células PC12 (Barber et al., 2001); a la regulación de la gluconeogénesis hepática, 
mediada por receptores pre y postsinápticos β-adrenérgicos (Meyer et al., 2005; Seidler 
and Slotkin, 2011); al incremento de los niveles de ERK1/2, mediado por estrés oxidativo 
en células de cáncer de mamá (Ventura et al., 2015); y la activación de la CREB 





























Figura 3. Representación esquemática de la sinapsis colinérgica. En la neurona presináptica, la 
colinacetiltransferasa (ChAT) cataliza la síntesis de acetilcolina (ACh) a partir de colina y acetil-coenzima A 
(acetil-CoA). La ACh se empaqueta en las vesículas sinápticas a través de un transportador vesicular de ACh 
(VAChT). ACh se libera al espacio sináptico donde puede unirse a receptores muscarínicos localizados en la 
membrana presináptica y en la postsináptica. En la neurona postsináptica, los receptores M1 transducen señales 
a través de la vía del 1,4-trisfosfato de inositol (IP3), el diacilglicerol (DAG) y una proteína quinasa dependiente 
de Ca2+ (PKC). En el hipocampo, la mayoría de receptores postsinápticos son M1, en la corteza los receptores 
M2 también se encuentran localizados en la membrana postsináptica. ACh se hidroliza por los tetrámeros 
AChE-S que están unidos al anclaje de membrana rico en prolina (PRiMA). Los monómeros AChE-R están 
solubles en el espacio sináptico. Adaptado de Soreq and Seidman, 2001. 
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2. Clorpirifós y desarrollo 
 
La respuesta a una sustancia química dependerá del tamaño corporal, flujo sanguíneo, 
funciones de órganos y sistema de detoxificación del sujeto expuesto (Timchalk et al., 
2007). Además de estas diferencias individuales, un mismo individuo presenta distintas 
vulnerabilidades a lo largo de su vida. En este sentido, los niños son un grupo 
especialmente susceptible a los tóxicos medioambientales, debido al alto grado de 
inmadurez de sus diversos mecanismos de barrera y detoxificación. Cualquier cambio, 
en el curso normal del desarrollo, podría conllevar efectos adversos sobre su salud (Au, 
2002; Grandjean and Landrigan, 2014; Neal-Kluever et al., 2014).  
 
2.1. Vulnerabilidad durante el desarrollo en los sistemas de detoxificación  
El inicio, duración y término de las distintas fases del desarrollo son específicos para 
cada especie. En humanos, la diferenciación celular y organogénesis se produce desde el 
día 56 de gestación hasta el parto (día 267 aproximadamente). Entre los días 60 y 195 
del periodo prenatal, el hígado es el sitio hematopoyético predominante en el cuerpo 
(Moscovitz and Aleksunes, 2013). El proceso de maduración de este órgano dura hasta 
los 5 años de edad (Walthall et al., 2005). También, es bien sabido que determinadas 
enzimas en el periodo perinatal siguen patrones de desarrollo específicos, variando en 
cada subfamilia e isoforma. Así, estos sistemas de detoxificación no se desarrollan 
completamente hasta varios años después del nacimiento (Moscovitz and Aleksunes, 
2013). 
 
En el año 1975, Benke y Murphy observaron que los neonatos presentaban una marcada 
sensibilidad al methyl-paratión y paratión, debido a la falta de un sistema metabólico 
maduro (Benke and Murphy, 1975). Moser et al. (1998) revelaron que el 
comportamiento de las esterasas hepáticas de ratas lactantes es distinto al de ratas 
adultas de 70 días de vida, después de una exposición a CPF. A partir de entonces, 
diversos estudios han demostrado que los animales jóvenes son más susceptibles a los 
efectos agudos de CPF (Eaton et al., 2008). La DL50 de CPF en ratas al día postnatal 
(DPN) 7 es 10 veces inferior a la de los animales adultos, y la dosis máxima tolerada en 
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ratas al DPN 10 ha sido estimada en 15 mg/kg, 7 veces por debajo de la estipulada para 
ratas adultas (Moser and Padilla, 1998).  
 
Por otra parte, estudios epidemiológicos señalan que la actividad de BChE aumenta 
significativamente desde la semana 28 de gestación, estabilizándose en el primer año de 
vida, donde alcanza los niveles de un adulto (Ecobichon and Stephens, 1973; Lund 
Karlsen, 1981). Del mismo modo, en humanos se han detectado niveles bajos de PON1 
al nacer, alcanzando una meseta entre los 6 y 15 meses de edad (Cole et al., 2003), 
presentando los niveles de los adultos a los 9 años (Gonzalez et al., 2012). Dicha meseta, 
en ratones y ratas, se alcanza entre la segunda y tercera semana de vida, paralelamente 
con el aumento de su expresión en hígado (Li et al., 1997). En ratones C57BL/6J, se ha 
observado que la expresión de PON2 y PON3 es mayor a las 3 semanas de edad 
(Garrick et al., 2016). Asimismo, el nivel de expresión de PON3 es mayor en ratones 
recién nacidos que en adultos (Shih et al., 2010). En el periodo de desarrollo, una baja 
actividad de PON1 representa un factor de riesgo relevante para la toxicidad de ciertos 
insecticidas OPs (Costa et al., 2005; Furlong et al., 2005). Igualmente, cada polimorfismo 
de PON1 modula, de forma específica, los efectos de CPO sobre el cerebro, después 
de una exposición postnatal (Marsillach et al., 2016).  
 
2.2. La importancia del sistema colinérgico en el desarrollo  
El cerebro presenta diversos cambios a nivel de expresión génica, neurogénesis, 
formación y maduración de circuitos neuronales, a lo largo de la vida. Durante el 
desarrollo existen “periodos sensibles”, que se manifiestan por una mayor plasticidad, 
en los cuales diferentes sistemas neurales son particularmente receptivos a cualquier 
tipo de evento (Casey et al., 2015). Por ejemplo, durante los 6 primeros meses de vida 
se concretan cambios importantes como la mejora de la memoria y la desaparición de 
los reflejos neonatales (Grandjean and Landrigan, 2014).  
 
La actividad colinérgica es una señal importante para el desarrollo cerebral de diversos 
mamíferos. El momento en el cual ocurre esta activación, en la corteza, es crítico para 
el desarrollo normal de la estructura cortical y las funciones cognitivas (Berger-Sweeney, 
2003).  
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En el desarrollo, ChAT y VAChT son reguladas por factores extracelulares como el 
factor de crecimiento nervioso (Madziar et al., 2008). Los genes de ambas se encuentran 
organizados en el mismo locus, esto es conocido como el “locus colinérgico” (Holler et 
al., 1996). En ratones, durante este periodo, se ha observado expresión de la ChAT en 
el prosencéfalo (Lauder and Schambra, 1999), presentando niveles menores que en edad 
adulta (Gould et al., 1991) y alcanzando la meseta entre la tercera y cuarta semana de 
vida (Descarries et al., 2005; Ninomiya et al., 2001).  
 
En tanto, la expresión de los mAChRs M1, M2 y M4, en rata, es predominante en el 
cerebro adulto. Sin embargo los mAChRs están presentes tanto en el prosencéfalo como 
en el romboencéfalo, durante los primeros estadios de desarrollo (Levey et al., 1991). 
Igualmente, existen cambios en la expresión de los receptores durante el periodo 
postnatal, con un aumento de la expresión en esta etapa, alcanzando la meseta y 
distribución final en la adolescencia (Rossner et al., 1994, 1993).  
 
Los nAChRs son una de las primeras proteínas que aparecen durante el desarrollo del 
sistema nervioso. No obstante, sufren variaciones hasta llegar a niveles estables a lo 
largo del periodo de gestación en humanos y en el primer mes de vida en roedores 
(Doura et al., 2008; Hellström-Lindahl et al., 1998).  
 
Por otra parte, en el periodo de desarrollo la proporción en el cerebro AChE:BChE es 
de 9:1 y la actividad de AChE cerebral llega a su meseta en el DPN 27 en ratas 
(Mortensen et al., 1998). Aparte de su rol catalítico como esterasa, diversos estudios 
sugieren que AChE también puede ejercer un papel morfógeno, influenciando el 
crecimiento de células durante el neurodesarrollo, independientemente de su actividad 
enzimática (United States Environmental Protection Agency - EPA, 2014). Esto va 
asociado, principalmente, a las características de su distribución y patrón de maduración 
en el desarrollo, puesto que AChE se expresa en todo el cerebro durante los períodos 
de crecimiento axonal, en ausencia de otros marcadores colinérgicos, como la ChAT y 
la propia ACh, y antes de que se formen conexiones sinápticas (Brimijoin and 
Koenigsberger, 1999; Grisaru et al., 1999). 
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El patrón de maduración de este sistema varía en función del sexo. Por ejemplo, la 
actividad AChE y ChAT en el periodo postnatal es superior en hembras que en machos, 
alcanzando antes la actividad normal de ratas adultas (Loy and Sheldon, 1987). De hecho, 
las aferencias al prosencéfalo se producen en periodos diferentes entre ambos sexos en 
ratones, por lo que se ha sugerido que la manipulación del sistema colinérgico puede 
resultar en cambios de comportamiento diferente en machos y hembras, a largo plazo 
(Berger-Sweeney, 2003).  
 
2.2.1. Efectos de las exposiciones tempranas a clorpirifós sobre el sistema colinérgico 
Una gran cantidad de estudios avalan que la señalización colinérgica es fundamental para 
la morfogénesis del cerebro. Sobre esto se ha sugerido que su modificación, en la etapa 
del desarrollo, sería la causa de los efectos neurotóxicos relativos a exposiciones a CPF 
en edades tempranas (United States Environmental Protection Agency - EPA, 2014).    
 
Los efectos inmediatos de CPF se han estudiado extensamente en base a los grados de 
inhibición de la AChE cerebral y las posibles consecuencias sobre el sistema colinérgico, 
a diferentes dosis y edades del periodo postnatal. En ratas y ratones, dosis repetidas de 
1-6 mg/kg han provocado un 15-60% de inhibición AChE cerebral y, por consiguiente, 
una disminución de los niveles de los mAChRs, la ChAT y el VAChT (Carr et al., 2001; 
Guo-Ross et al., 2007; Richardson and Chambers, 2005; Tang et al., 1999). Tratamientos 
de 4,5-7,5 mg/kg han mostrado una disminución de un 40-90% de la actividad AChE y 
cambios en la liberación de ACh (Chakraborti et al., 1993; Liu et al., 1999; Won et al., 
2001; Zhang et al., 2002; Zheng et al., 2000). Contrario a estos resultados, diversos 
estudios han observado una nula variación de la actividad AChE cerebral, con dosis de 
0,3 mg/kg (Jett et al., 2001) y 1 – 3 mg/kg (Ricceri et al., 2003, 2006) en la ventana 
postnatal tardía (DPN 11-14); en un tratamiento de 1 mg/kg desde el DPN 4-10 (Oriel 
and Kofman, 2015); y con una dosis única de 5 mg/kg en el DPN 10 (Lee et al., 2015). 
También se ha establecido que el NOEL (Nivel de Efecto No Observado) de este 
insecticida en ratas del DPN 7 y adultas se produce por dosis sub-letales y repetidas 
similares (1,2-2,2 mg/kg/día en crías; 0,5-3,3 mg/kg/día en adultos) (Zheng et al., 2000). 
Este efecto se debe a que la actividad AChE se reestablece rápidamente en los recién 
nacidos, después de una exposición (Ashry et al., 2002; Liu et al., 1999; Moser and Padilla, 
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1998; Pope et al., 1991). Los autores sugieren que este fenómeno se debe a que un 
animal en desarrollo presenta una mayor síntesis proteica que un adulto (Brimijoin and 
Koenigsberger, 1999).  
 
Estudios in vivo en el pez cebra indicaron que CPF o CPO pueden interrumpir el 
crecimiento axonal (Yang et al., 2011). Al mismo modo, se ha observado una significativa 
disminución de la corteza parietal, después de una exposición perinatal de 1-5 mg/kg/día 
en ratas hembras (Maurissen et al., 2000). Además, en diversos estudios, se ha descrito 
la disminución de la unión con hemicholinium-3 (HC-3) sobre los receptores mAChRs 
por exposiciones a CPF en todo el periodo perinatal: en periodo prenatal (Qiao et al., 
2004, 2003); en la ventana postnatal temprana (DPN 1-4) por dosis de 1 y 1,5 mg/kg 
(Dam et al., 1999; Richardson and Chambers, 2005; Slotkin et al., 2001); y en la ventana 
postnatal tardía por dosis de 5 mg/kg (Rhodes et al., 2004; Slotkin et al., 2001).  
 
2.3. Evidencia de los efectos a largo plazo de las exposiciones tempranas  
Un gran número de estudios han vinculado la exposición perinatal a OPs con efectos 
neurotóxicos sobre el desarrollo, y las consecuencias a largo plazo sobre la conducta en 
los niños (Aguilar-Garduña et al., 2014; Jurewicz et al., 2013; Muñoz-Quezada et al., 
2013). Para este tipo de investigaciones se tiene en consideración la búsqueda en la orina 
de metabolitos no-específicos como los diaquilfosfato (DAP), otros específicos de cada 
OP y niveles del insecticida en el cordón umbilical (Li et al., 2012).  
 
Concretamente, sobre exposiciones a CPF durante la etapa del desarrollo, diversas 
investigaciones de los últimos 10-15 años han encontrado una gran correlación entre 
éstas y variadas patologías neuroconductales en neonatos o niños pequeños (United 
States Environmental Protection Agency - EPA, 2014). Así, se han observado en niños 
de 3 años alteraciones en habilidades motoras, desarrollo mental, problemas de 
atención, trastorno por déficit de atención e hiperactividad (TDAH), trastorno 
generalizado del desarrollo (Rauh et al., 2006); en niños de 7 años déficits en la memoria 
de trabajo (Horton et al., 2012; Rauh et al., 2011); en niños de 6-11 años anomalías 
cerebrales (Rauh et al., 2012); en niños de 11 años alteraciones motoras (Rauh et al., 
2015); en niños de 6-9 años una menor coordinación motora visual, alteraciones 
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cognitivas, trastorno de oposición desafiante, problemas atencionales y dificultad para 
discriminar colores (van Wendel de Joode et al., 2016); en niñas y niños de 6-11 años 
un aumento del índice de TDAH (Fortenberry et al., 2014). Las alteraciones en la 
memoria, observadas en estos estudios, fueron principalmente manifestadas por el sexo 
masculino (Horton et al., 2012; van Wendel de Joode et al., 2016).  
 
A su vez, un considerable número de estudios han revelado efectos a largo plazo sobre 
la conducta por exposiciones a bajas dosis de CPF en animales de laboratorio, en 
periodos donde el cerebro está en desarrollo. Así, se han observado cambios 
conductuales después de exposiciones prenatales a CPF y también en la ventana 
postnatal temprana, en los comportamientos sociales y en la ansiedad por exposiciones 
en el periodo prenatal y en la ventana postnatal tardía (Eaton et al., 2008; Li et al., 2012; 
United States Environmental Protection Agency - EPA, 2014). Sobre este punto, la EPA 
ha concluido que dosis de 1 mg/kg/día a superiores, durante el periodo de desarrollo 
producen efectos significativos y a largo plazo, sobre la conducta (United States 
Environmental Protection Agency - EPA, 2014). 
 
Varias investigaciones han sugerido que CPF modifica las funciones cognitivas como la 
memoria de trabajo a largo plazo, dependiendo del periodo de exposición y la dosis 
administrada. Este efecto se ha observado por exposiciones en el periodo prenatal 
temprano a dosis de 5 mg/kg/día (Icenogle et al., 2004); en el periodo prenatal tardío 
por dosis de 1 mg/kg/día, sólo en hembras (Levin et al., 2002); en la ventana postnatal 
temprana por dosis de 1 mg/kg/día, sólo en machos (Aldridge et al., 2005a; Levin et al., 
2001); y por un tratamiento prolongado del DPN 1-21, a una dosis de 1 mg/kg/día, sólo 
en machos (Johnson et al., 2009). Por otra parte, investigaciones que evaluaron memoria 
y aprendizaje espacial, a través del laberinto acuático de Morris (conocido por sus siglas 
en inglés MWM), observaron que una exposición a 3 mg/kg/día, en periodo prenatal 
temprano, provoca un enlentecimiento del proceso de aprendizaje (Turgeman et al., 
2011). Asimismo, otro estudio reveló que sólo en los machos se manifestaba una 
alteración del aprendizaje, después de una exposición perinatal a 1 mg/kg/día (Gómez-
Giménez et al., 2017). Estos autores observaron también un empeoramiento del 
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rendimiento en el laberinto radial de 8 brazos en machos y una mejora en las hembras 
(Gómez-Giménez et al., 2017). 
 
Otros efectos conductuales relacionados con el estado de ánimo también dependen de 
la dosis y el periodo de exposición. Con respecto a la ansiedad, algunos estudios 
obtuvieron resultados contradictorios, mientras el trabajo de Icenogle et al. (2004) no 
reveló efectos, Venerosi et al. (2010) encontraron diferencias entre tratados y controles, 
aunque sólo en hembras. Como consecuencia de exposiciones postnatales, se ha 
observado una disminución de la ansiedad, sólo en hembras (Ricceri et al., 2006; 
Venerosi et al., 2008). Por otra parte, no se han observado efectos relativos a depresión 
por una exposición prenatal (Venerosi et al., 2010). Sin embargo, exposiciones en la 
ventana postnatal temprana y tardía han inducido alteraciones a este nivel en ratas y 
ratones (Aldridge et al., 2005a; Oriel and Kofman, 2015; Ricceri et al., 2003). 
 
Existen pocos trabajos que estudien los efectos de CPF sobre los comportamientos 
sociales. A nivel de interacción social, ratones hembras han manifestado cambios 
significativos por exposiciones en periodo prenatal (De Felice et al., 2014; Venerosi et 
al., 2015, 2006) y en la ventana postnatal tardía (Ricceri et al., 2003). Con respecto a las 
conductas maternales, se ha observado un deterioro de la capacidad de cuidar a la cría, 
tanto por exposiciones prenatales (Venerosi et al., 2010), como por postnatales 
(Venerosi et al., 2008). Asimismo, las conductas agresivas en los machos disminuyen 
después de exposiciones, en ambos periodos, a dosis de 1 mg/kg/día (Ricceri et al., 2006, 
2003). 
 
En cuanto a la actividad motora, los resultados difieren entre sí y dependen del 
procedimiento, las dosis y el periodo de tiempo transcurrido entre la exposición y la 
evaluación (Lee et al., 2015; Levin et al., 2002, 2001; Ricceri et al., 2003; Venerosi et al., 
2008). 
 
A nivel metabólico, los estudios también son escasos. Se han observado niveles alterados 
de colesterol y triglicéridos e hiperinsulinemia en ratas en edad adulta, tras recibir un 
tratamiento en la ventana postnatal temprana de 1 mg/kg/día (Slotkin et al., 2005). 
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Lassiter and Brimijoin (2008) revelaron un aumento de peso en ratas adultas después de 
una exposición perinatal. A su vez, una reciente investigación mostró que ratas 
expuestas en periodo perinatal presentaban un peso mayor al nacer, una disminución de 
receptores de insulina β en el hígado e hiperglicemia (Reygner et al., 2016). 
 
3. Clorpirifós y vida adulta 
 
Hoy en día, la mayor parte de la población está periódicamente expuesta a dosis bajas 
de CPF, por lo que las exposiciones repetidas, acumulativas y a dosis sub-tóxicas deben 
ser cautelosamente estudiadas, por ser potencialmente perjudiciales para la salud 
humana (Ross et al., 2013). Si bien, las exposiciones en periodo prenatal y/o postnatal 
se han estudiado con mayor profundidad, y los efectos agudos a corto plazo están 
ampliamente definidos (Costa, 2006), el impacto que a largo plazo puedan provocar las 
exposiciones por bajas dosis de OPs, sigue siendo un tema debatido y de gran 
incertidumbre (Rohlman et al., 2011). De hecho, estas exposiciones se han asociado a 
enfermedades crónicas neurodegenerativas como la enfermedad de Alzheimer (EA), 
Parkinson y esclerosis lateral amiotrófica en poblaciones envejecidas (Sánchez-Santed et 
al., 2016); defectos congénitos, trastorno de espectro autista (TEA) o TDAH en niños; 
y enfermedades como asma, bronquitis, problemas de infertilidad, diabetes y obesidad 
en la población en general (Mostafalou and Abdollahi, 2016, 2013).  
 
3.1. Evidencia de exposiciones en adultos 
El impacto de la exposición en adultos humanos, a bajas concentraciones de OPs, se ha 
estudiado principalmente en poblaciones agrícolas (Suratman et al., 2015). 
Concretamente sobre CPF, se han revelado efectos sobre la memoria verbal como 
visual, y alteraciones en la habilidad visuoespacial (Roldán-Tapia et al., 2005); una 
respuesta más lenta en pruebas neuropsicológicas (Stephens and Sreenivasan, 2004); y 
un bajo rendimiento en habilidades motoras, problemas en la memoria, fatiga y pérdida 
de la fuerza muscular (Steenland et al., 2000). Por otra parte, se han reportado casos de 
intoxicaciones por altas dosis de CPF que han provocado hiperglicemia grave, 
hipokalemia, glucosuria, cetonuria y bajas concentraciones de bicarbonato (Badrane et 
al., 2014).  
UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
INFLUENCIA DEL GENOTIPO APOE EN LA EXPRESIÓN DE EFECTOS NEUROCONDUCTUALES DERIVADOS 
DE LA EXPOSICIÓN POSTNATAL A CLORPIRIFÓS 
Pia Isabel Basaure García 
 
- 50 - 
 
Capítulo I. Introducción 
Los estudios empíricos han confirmado que CPF altera el aprendizaje espacial y los 
procesos de memoria cuando se administra de forma crónica y sub-tóxica. El estudio de 
Yan et al. (2012) reveló que una exposición de 4 semanas a dosis bajas de CPF provocaba 
un deterioro en la memoria espacial, sin signos evidentes de toxicidad colinérgica. 
Asimismo, otra investigación analizó la memoria espacial durante 5 semanas, 
encontrando alteraciones a este nivel, después de 21 semanas de una exposición crónica 
a dosis de 5 mg/kg/día (López-Granero et al., 2013b). A su vez, trabajos de nuestro 
equipo han mostrado que la exposición a CPF, en ratones wild type C57BL/6, interfiere 
en la elección de una estrategia de búsqueda óptima, en el laberinto de Barnes (Basaure 
et al., 2017) y que produce un deterioro en la memoria espacial, en animales transgénicos 
portadores del genotipo apoE3 (Peris-Sampedro et al., 2015a). López-Granero et al. 
(2016) han observado, en ratas, que una exposición de 6 meses a 5 mg/kg/día de CPF 
afectaba la memoria espacial a largo plazo, 7 meses después de la exposición crónica.  
 
Por otra parte, otros procesos se han relacionado a la exposición a CPF en animales 
adultos, como por ejemplo el deterioro en la atención sostenida (Middlemore-Risher et 
al., 2010; Peris-Sampedro et al., 2016), pero además con manifestaciones de reducción 
en la motivación y en la respuesta anticipatoria (Peris-Sampedro et al., 2016). Estos dos 
autores también observaron los efectos 4 semanas después del tratamiento. 
Alteraciones en el control inhibitorio, también se han observado por exposiciones 
crónicas (López-Granero et al., 2013a; Middlemore-Risher et al., 2010). 
 
Importante destacar que hasta ahora se ha prestado muy poca atención a la exploración 
de los trastornos sobre el estado de ánimo en exposiciones crónicas a bajas dosis de 
CPF, en adultos. Existen dos estudios en ratas que han revelado una disminución de la 
ansiedad (Savy et al., 2015; Yan et al., 2012), mientras que otro estudio encontró 
conductas relativas a tigmotaxis después de una exposición de 6 meses (López-Granero 
et al., 2016). Por otro lado, no existen estudios en adultos que asocien exposiciones a 
CPF con algún síntoma de depresión, como tampoco con cambios sobre algún 
comportamiento social, en particular. 
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Por otra parte, en lo que respecta a la actividad motora y exposiciones sub-tóxicas de 
CPF existen resultados dispares entre estudios. En algunos se ha observado un aumento 
de la actividad (Peris-Sampedro et al., 2015a), sin embargo un número considerable de 
investigaciones no han llegado a observar diferencias a este nivel (Basaure et al., 2017; 
Savy et al., 2015; Yan et al., 2012). 
 
A nivel metabólico, tres estudios han demostrado un aumento de peso tras una 
exposición sub-crónica a CPF, en ratas machos (Meggs and Brewer, 2007) y en ratones  
(Peris-Sampedro et al., 2015a, 2015b). Otro estudio observó un aumento de la glicemia 
en ratas con dosis de 5 mg/kg/día durante una exposición de 2 semanas y con dosis de 
0,2-2 mg/kg/día cuando la exposición se alargó 2 semanas más (Lukaszewicz-Hussain, 
2013). Un estudio de nuestro laboratorio reveló que 8 semanas de una dieta 
suplementada con 2 mg/kg de CPF provocaba un aumento de la glicemia y la 
concentración del colesterol total, como también un incremento del consumo de 
comida (Peris-Sampedro et al., 2015b). 
 
3.2. Exposiciones tempranas y re-exposiciones 
La toxicidad de una sustancia puede verse incrementada o disminuida por la exposición 
simultánea o consecutiva con otra sustancia. De este modo, los efectos combinados 
pueden ser aditivos (la suma de dos respuestas individuales), sinérgicos (superior a la 
suma de las dos respuestas individuales), potenciadores (un compuesto no tóxico 
adquiere esta característica en presencia de otro) o antagónicos (un agente que 
interfiere o anula la propia acción de otro) (Peña et al., 2001). Las interacciones que 
alteran la toxicidad se pueden deber a la inducción de la biotransformación del 
compuesto, alterando su excreción modificando el pH en la orina o compitiendo por su 
transporte renal y/o desplazándola del sitio de unión de la proteína plasmática. 
Igualmente, una exposición previa a un agente puede modificar la respuesta propia del 
organismo hacia otros compuestos o al mismo (Peña et al., 2001). Un ejemplo de ello 
son las exposiciones repetidas y en dosis bajas de cadmio, que pueden llegar a proteger 
a la persona de los efectos de dosis letales (Kelley, 1999).  
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De este modo, existen diversos estudios empíricos que han revelado que CPF presenta 
efectos antagónicos o sinérgicos frente a otras sustancias. Un estudio ha evidenciado 
que un tratamiento de terbutalina y a continuación, una exposición a CPF en la ventana 
postnatal tardía, provocaba un efecto sinérgico sobre la transmisión serotoninérgica 
(Slotkin and Seidler, 2008). También, se ha observado alteraciones de los efectos 
provocados por CPF en el sistema serotoninérgico, por un tratamiento previo con 
nicotina (Slotkin et al., 2015). A nivel de sistema colinérgico, la administración prenatal 
de nicotina modifica la respuesta específica, que presenta una exposición a CPF en la 
ventana postnatal temprana, sobre la liberación de ACh, en la unión del HC-3 y en la 
actividad de ChAT, (Slotkin and Seidler, 2015). Estos autores llegaron a designar este 
evento como “el fenotipo ACh” que no se da bajo exposiciones de los dos tóxicos, 
individualmente. Por otra parte, estudios con ratas adultas evidenciaron que la nicotina 
produce un aumento del metabolismo de CPF y una reducción a la inhibición de AChE 
cerebral, después de un tratamiento en conjunto de 7 días (Lee et al., 2010) y que en 
concomitancia con etanol, dichos efectos parecen no sufrir cambios (Lee et al., 2011). 
 
Estudios de dobles exposiciones a CPF existen muy pocas, en humanos existe un estudio 
que evidenció una importante pérdida de la memoria y disminución cognitiva en 
hombres que ingirieron altas concentraciones del insecticida, y que, a causa de re-
exposiciones en bajas dosis, se volvieron a presentar tales alteraciones (Kaplan et al., 
1994). Asimismo, si bien otro estudio confirmó la presencia de TCPy en las orinas de 
adolescentes re-expuestos de forma continua a variados insecticidas, no encontraron 
efectos neuroconductuales asociados (Fiedler et al., 2015). 
 
Hasta la fecha, tres estudios empíricos se han enfocado en los efectos de CPF bajo un 
esquema de exposición prenatal y, posteriormente, una re-exposición en la ventana 
tardía postnatal en ratones (Venerosi et al., 2012). Uno de ellos reveló una disminución 
de la ansiedad en las hembras por una exposición postnatal de 1 mg/kg/día y prenatal de 
6 mg/kg/día en el DPN 70; y también un incremento de las conductas agresivas en 
machos (Ricceri et al., 2006). El otro estudio mostró que CPF postnatal, a dosis de 1 y 
3 mg/kg/día, producen una reversión del incremento de las vocalizaciones ultrasónicas 
presentadas por individuos expuestos en la etapa prenatal (Venerosi et al., 2006).  En el 
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último trabajo se observó que la exposición prenatal altera el patrón propio de las 
enzimas hepáticas y el metabolismo de CPF, y que la re-exposición postnatal no potencia 
esos efectos (Buratti et al., 2011).  
 
Otros tres estudios, basados en un protocolo de exposición aguda cada 2 meses en 
concomitancia a 1 año de exposición a bajas dosis han presentado diversos resultados. 
Uno de ellos no encontró interacciones entre ambas exposiciones sobre el sistema 
colinérgico y serotoninérgico (Padilla et al., 2005). El siguiente reveló que, si bien el 
tratamiento crónico no alteraba la atención sostenida, esta función variaba sólo en 
respuesta a la interacción con las dosis agudas (Samsam et al., 2005). Por último, 
mediante un MWM observaron que las ratas presentaban alteraciones en los patrones 
de búsqueda, por exposición a las dosis agudas en conjunto con el tratamiento crónico 
(Moser et al., 2005). 
 
Importante destacar que hasta hoy no existen estudios donde se evalúen los efectos de 
una exposición a CPF en edades tempranas y la respuesta que genera el organismo 
cuando se ve expuesto nuevamente al insecticida, en edades adultas. 
 
4. La conducta como diana 
 
Los diferentes estudios realizados para evaluar los efectos de CPF sobre el desarrollo 
neurológico se han remitido a los siguientes dominios neuroconductuales: función 
cognitiva (aprendizaje espacial, memoria a largo plazo y de trabajo), ansiedad y emoción 
(trastornos del ánimo), comportamiento social (interacción social y conductas agresivas) 
e interacciones maternales y actividad motora en animales de laboratorio (United States 
Environmental Protection Agency - EPA, 2014) y en humanos (Muñoz-Quezada et al., 
2016). Importante destacar que existe una fuerte evidencia de que los estudios 
conductuales en rata y ratón tienen un gran valor traslacional para los humanos (Wallace 
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4.1. Aprendizaje y memoria espacial 
Los circuitos neurales relacionados con el aprendizaje y la memoria están modulados 
por diversos sistemas endógenos y son cruciales para asegurar la adaptación del 
individuo al medio. Aprendizaje es la adquisición inicial de la información, que conduce 
a modificaciones de la conducta, y la memoria es el proceso en el cual ese conocimiento 
almacenado, es recuperado (Kandel et al., 2013). 
 
La memoria espacial es probablemente la forma de cognición más estudiada en roedores 
y se define como la función cerebral responsable de reconocer, codificar, almacenar y 
recuperar información sobre la disposición de objetos o rutas específicas (Bird and 
Burgess, 2008). Diversos estudios han documentado que lesiones, tratamientos 
farmacológicos inhibitorios y algunas mutaciones genéticas que afectan la señalización, a 
nivel de hipocampo, provocan alteraciones del aprendizaje y la memoria espacial (ver 
revisión de Vorhees and Williams, 2014).  
 
El sistema colinérgico es clave para el aprendizaje y la memoria espacial. Durante la 
adquisición se libera en la sinapsis ACh, tanto en el hipocampo como en la corteza, sin 
embargo en el momento de la consolidación de la memoria, disminuyen los niveles de 
ACh (Deiana et al., 2011). Además, otros sistemas de neurotransmisores como el 
glutamatérgico (Tsien et al., 1996), noradrenérgico, dopaminérgico o serotoninérgico, 
pueden modular el desempeño de los animales en pruebas como el MWM y el laberinto 
de Barnes (Braun et al., 2015; Moriguchi et al., 2014; Warner and Drugan, 2012). Cabría 
esperar que múltiples tóxicos afecten sobre estas dianas. 
 
Para estudiar el aprendizaje y la memoria espacial en ratas y ratones, existen diversas 
pruebas, entre ellas el laberinto de Barnes (Ménard et al., 2015). Si bien es menos 
utilizado, tiene un perfil menos estresante que el MWM al ser un laberinto seco y 
además, requerir un menor esfuerzo físico (Harrison et al., 2009; Holmes et al., 2002). 
Esta prueba ha sido utilizada para comparar diferentes cepas de ratones (Holmes et al., 
2002), modelos de ratones transgénicos para la EA (Prut et al., 2007) o animales con 
déficits en memoria y aprendizaje (Moriguchi et al., 2014; Peris-Sampedro et al., 2015a; 
Seeger et al., 2004). 
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4.2. Emoción y conductas sociales 
Las interacciones sociales, como el comportamiento sexual, la afiliación social y la 
agresión, son cruciales para la adaptabilidad de los mamíferos al medio. Un individuo que 
decide adecuadamente con quién pelear, a quién acudir, abordar y evitar, aumenta sus 
posibilidades de sobrevivir y reproducirse. Al contrario, las decisiones equivocadas 
pueden llevar a un estrés considerable, aislamiento social e incluso la muerte (Lukas and 
de Jong, 2017).  
 
Una revisión del autor Brothers (1990) planteó que existía un conjunto de áreas 
cerebrales que se dedicaban a la cognición social, a esto lo llamó el “cerebro social”, 
siendo sus principales componentes la amígdala, la corteza frontal orbital y la corteza 
temporal. Asimismo, se ha observado que dicha cognición social es pobre en el trastorno 
antisocial de la personalidad y la psicopatía, el trastorno de estrés postraumático, el 
trastorno límite de la personalidad, los trastornos de ansiedad social, la depresión y la 
esquizofrenia (Patin and Hurlemann, 2015; Tudusciuc and Adolphs, 2013). Aunque 
dentro de este grupo, dos trastornos neuropsiquiátricos se destacan, puesto que las 
anormalidades en el comportamiento social son su definición principal. Estos son el TEA, 
que se caracteriza por presentarse una importante hiposociabilidad, y el síndrome de 
Williams, cuyos sujetos exhiben hipersociabilidad (Barak and Feng, 2016). 
 
A nivel neuroquímico, la oxitocina y la vasopresina se consideran facilitadoras de la 
socialización y la preferencia social entre machos roedores. De hecho, se ha observado 
que tanto la administración de oxitocina mejora las interacciones del sexo masculino, 
mientras que antagonistas de este neuropéptido la inhiben (Guzmán et al., 2013; Zoicas 
et al., 2014). A su vez, la vasopresina promueve el olfateo masculino y el “adjacent lying” 
término que se utiliza para el contacto estrecho entre roedores (Ramos et al., 2014, 
2013). En tanto, una reducción de la búsqueda de encuentros sociales sugiere una 
interrupción en la búsqueda de recompensas (Lukas and de Jong, 2017). La incapacidad 
de sentir deseo por los encuentros sociales y la poca iniciativa a generar nuevos 
(motivación social) es crítica en personas con TEA y es causada por una interrupción de 
los mecanismos centrales de recompensa en los circuitos mesolímbicos dopaminérgicos-
oxitocinérgicos incluyendo el núcleo accumbens, el área tegmental ventral y, también, la 
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amígdala y la corteza prefrontal (ver revisión de Kohls et al., 2012). Con respecto a la 
ACh, se sabe que es un neurotransmisor esencial evaluando el grado de satisfacción o 
amenaza que le confiere un estímulo, valorando los cambios en el medio ambiente, y 
respondiendo frente a estos (Pepeu and Giovannini, 2004). Algunos estudios han 
revelado que ratones knockout del receptor nAChRs β2 están un mayor tiempo en 
contacto social y prefieren exageradamente la novedad, en comparación al wild type 
(Avale et al., 2011), y que las lesiones en el área prelímbica provocan los mismas patrones 
conductuales (Granon et al., 2003). Igualmente, una investigación reciente ha observado 
que la nicotina a dosis de 400 μg/mL aumenta las interacciones sociales en ratones 
C57BL/6 y en el modelo murino de autismo BTBR, con bajos niveles de ACh (Wang et 
al., 2015), vinculando estos comportamientos a una modulación directa del sistema 
colinérgico.  
 
Es bien sabido que los ratones son una especie altamente social y poseen un amplio 
repertorio de comportamientos sociales que van desde interacciones sociales (Moy et 
al., 2004), anidación comunitaria (Heiderstadt et al., 2014), comportamientos sexuales 
(Zilkha et al., 2016), cuidado parental (Neumann, 2008), marcas de olores territoriales 
(Arakawa et al., 2009), jerarquía social y comportamientos agresivos (Wang et al., 2014). 
Por este motivo, son particularmente útiles para caracterizar trastornos en los cuales 
los comportamientos sociales inusuales son los componentes principales. Igualmente, es 
preciso destacar que para los ratones el reconocimiento de los congéneres puede ser 
importante para mantener la jerarquía social y la elección del compañero (Berry and 
Bronson, 1992). Dentro de los paradigmas que evalúan las interacciones sociales entre 
ratones, se encuentra la prueba tres compartimentos de Crawley  (Crawley, 2004). Ésta 
analiza la socialización y la preferencia por la novedad, y ha sido empleado para estudiar 
el interés social, la identificación social y la memoria social en varias líneas de 
investigación (Clapcote et al., 2007; Kaidanovich-Beilin et al., 2011; Moy et al., 2004), 
siendo un ensayo que proporciona un diseño estandarizado y sencillo, con un alto 
rendimiento comparando genotipos, investigando el desarrollo de déficits sociales y 
examinando los efectos de diversos tratamientos (Silverman et al., 2010).  
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5. Modelos animales de vulnerabilidad: isoformas humanas de apoE en los 
déficits cognitivos y metabólicos. 
 
5.1. Apolipoproteína apoE 
La apolipoproteína E (apoE) humana es una proteína perteneciente a la familia de las 
apoproteínas. Descubierta a principios de los años 70, es una de las varias apoproteínas 
asociadas a lipoproteínas de muy baja densidad (VLDL), quilomicrones y ciertas subclases 
de HDL. Es sintetizada y secretada por una gran diversidad de tejidos y células, además 
es abundante en el líquido intersticial, linfa y plasma. En estos dos últimos y en el líquido 
cefalorraquídeo siempre va asociado a algún lípido (Huang and Mahley, 2014). Si bien el 
hígado es el mayor productor de apoE, el cerebro es el segundo, tanto en neuronas 
como en astrocitos (Elshourbagy et al., 1985; Huang et al., 2004). 
 
5.1.1. Estructura, polimorfismos y funciones 
El gen APOE se encuentra en el cromosoma 19 (19q13.32) y codifica una proteína de 
299 aminoácidos (Myklebost and Rogne, 1986). Este gen se encuentra en una región 
genómica donde también se codifican otras apoproteínas (tales como apoC1, apoC4 y 
apoC2) (Forero et al., 2016). El gen APOE humano es polimórfico con dos polimorfismo 
de nucleótido simple (SNP) ubicados en el exón 4 (rs429358 y rs7412) (Seripa et al., 
2007). Las combinaciones de estos dos SNPs generan los tres alelos más comunes: ε2, 
ε3 y ε4, que producen tres isoformas de la proteína apoE2, apoE3 y apoE4 
respectivamente. Estos tres alelos son heredados en forma codominante, dando como 
resultado seis genotipos: tres genotipos homocigóticos (ε2/ε2, ε3/ε3 y ε4/ε4) y tres 
heterocigotos (ε2/ε3, ε2/ε4 y ε3/ε4) (Zannis et al., 1982). En tanto, cada una de las 
isoformas lleva diferentes aminoácidos en las posiciones 112 y 158, la isoforma apoE2 
contiene dos cisteínas, la apoE3 contiene una cisteína y una arginina y la apoE4 contiene 
dos argininas (Mahley and Rall, 2000) (Figura 4). 
 
Al realizarse comparaciones de secuencias entre especies, se ha deducido que el alelo 
ε4 es el alelo ancestral, debido a que la apoE de primate no humano y el apoE4 humano 
coinciden en las posiciones 112 y 158. Después de que ambos linajes se separaran, 
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surgieron mutaciones sucesivas únicas, dando lugar primero al alelo ε3 y 
posteriormente, al ε2. En términos generales, la variante ε3 es la más abundante en toda 
la población humana, seguida por ε4 y ε2 (Eisenberg et al., 2010). Igualmente, su 
distribución geográfica varía en función a la región, por ejemplo, en Europa, el alelo ε3 
es el más frecuente en poblaciones de las zonas mediterráneas (Corbo and Scacchi, 
1999), mientras ε4 abunda en las regiones del norte (Egert et al., 2012).  
 
La proteína apoE contiene dos dominios estructurales principales, un dominio amino-
terminal (N-terminal) globular compacto y estable (residuos de aminoácidos: 1 a 167) y 
un dominio carboxi-terminal (C-terminal) menos estable (residuos de aminoácidos: 206 
a 299) (Mahley and Rall, 2000). Estos dominios están conectados entre sí por una región 
bisagra (residuos de aminoácidos: 167 a 206). El sitio de unión al receptor de 
lipoproteínas de baja densidad (LDLR) está entre los residuos 136 a 150 de la proteína 
(Giau et al., 2015). En los residuos de aminoácidos 244 a 272 del dominio C-terminal es 
donde se encuentra el sitio principal de unión lipídica (Huang and Mahley, 2014) (Figura 
4). Además, particularmente en la isoforma apoE4 se produce lo que se denomina 
interacción de dominio. Debido a que esta isoforma posee una arginina en la posición 
112 (Arg-112), y ésta causa que la cadena lateral de Arg-61 se extienda lejos del dominio 
N-terminal, permitiéndole interactuar iónicamente con el ácido glutámico 255 (Glu-255) 










Figura 4. Modelo estructural de la apoE humana. El dominio N-terminal (residuos de aminoácidos: 1 a 167), 
unión al receptor de lipoproteínas de baja densidad (residuos de aminoácidos: 136 a 150), dominio C-terminal 
(residuos de aminoácidos: 206 a 299) y sitio de unión lipídica (residuos de aminoácidos: 244 a 272). Además, 
las tres isoformas difieren de los aminoácidos de las posiciones 112 y 158 por una arginina o cisteína, de este 
modo presentan apoE2: Cis-112 y Cis-158; apoE3: Cis-112 y Arg-158; y apoE4: Arg-112 y Arg-158. La posición 
Arg-61 y Glu-255 interaccionan sólo en la isoforma apoE4.  Adaptado de Giau et al., 2015. 
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La función general de la apoE es la de transportar y distribuir triglicéridos (TG), 
fosfolípidos, ésteres de colesterol, colesterol en células y tejidos (Mahley and Rall, 2000). 
La interacción entre los LDLR y apoE induce la eliminación de lipoproteínas que 
contienen apoE en la circulación, manteniéndose de esta manera la homeostasis lipídica 
(Hatters et al., 2006). ApoE3 y apoE4 tienen una afinidad similar a los LDLR, sin embargo 
la conformación estructural de apoE2 da como resultado una afinidad débil a estos. Esta 
diferencia condiciona una eliminación pobre de las lipoproteínas ricas en TG provocando 
un trastorno lipídico llamado hiperlipoproteinemia tipo III, caracterizado por altos 
niveles plasmáticos de colesterol y TG, y favoreciendo la aparición de enfermedades 
cardiovasculares prematuras (Mahley and Rall, 2000). Por el contrario, apoE3 promueve 
de manera óptima la eliminación de las lipoproteínas ricas en TG y se asocia con niveles 
normales de lípidos plasmáticos. De hecho, apoE3 se le relacionado tradicionalmente 
con el fenotipo saludable. A su vez, aunque la isoforma apoE4 muestra una alta afinidad 
por los LDLR, esta isoforma también se le asocia con alteraciones del metabolismo de 
los lípidos, lo que comúnmente se le llaman dislipidemias (Salameh et al., 2016). La Arg-
112 provoca que apoE4 se una preferentemente a VLDL, mientras que apoE2 y apoE3 
se unen en mayor medida a HDL (Dong et al., 1994). Además, posee una menor 
estabilidad conformacional que apoE2 y apoE3. Estas dos propiedades estructurales se 
consideran fundamentales dentro de la diferencias entre genotipos, puesto que se le ha 
conferido al genotipo apoE4 una mayor susceptibilidad para padecer la EA, otras 
alteraciones neurológicas y enfermedades cardiovasculares (Hatters et al., 2006).  
 
ApoE realiza diversas funciones en el SNC: previene de la excitotoxicidad, protege a las 
neuronas del estrés oxidativo, fomenta la supervivencia de las neuronas y participa en la 
modulación de las respuestas inmunes innatas y adaptativas (Shen et al., 2008). ApoE se 
expresa en SNC en áreas como el hipotálamo y el bulbo olfatorio, indicando su posible 
participación en la regulación de la ingesta de alimentos (Nathan et al., 2007; Shen et al., 
2011, 2008). Además, los adipocitos también expresan apoE en abundancia (Zechner et 
al., 1991), y participa en el almacenamiento de lípidos en el tejido adiposo y en la 
diferenciación de adipocitos (Huebbe et al., 2015; Lasrich et al., 2015). Todos estos datos 
sugieren que apoE tiene un papel en el desarrollo de la obesidad (Alharbi et al., 2017; 
Kypreos et al., 2009). 
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5.1.2. Funcionamiento cognitivo y conducta asociada 
ApoE ha sido vinculada a la neurobiología desde hace años y desempeña un rol 
importante en varias enfermedades neurológicas. En términos generales, es bien sabido 
que la apoE se sintetiza abundantemente en cerebro, modulando el transporte de lípidos 
en el líquido cefalorraquídeo. Interviene en la redistribución de los lípidos en todos los 
procesos de reparación neural como crecimiento de axones y remielinización. Además, 
modifica el crecimiento de las neuritas en cultivos de células del ganglio de raíz dorsal y 
en células de neuroblastoma (ver revisión de Huang and Mahley, 2014). En la década de 
los 90s se comenzó a asociar el genotipo apoE4 con el aumento de la frecuencia y 
disminución de la edad de inicio de la EA (Roses, 1996). La EA es una patología 
neurodegenerativa caracterizada por un deterioro progresivo de la capacidad cognitiva, 
y a nivel fisiopatológico, por la presencia de placas β-amiloides (Aβ) extracelulares y la 
formación intracelular de ovillos neurofibrilares (Tayeb et al., 2012). La forma familiar 
de la enfermedad se caracteriza por un inicio temprano y es debida a mutaciones en los 
genes de la proteína precursora amiloide (APP), presenilina 1 (PSEN1) y presenilina 2 
(PSEN2) (Pastorino and Lu, 2006). La forma tardía es la más común entre los ancianos, 
y se considera que múltiples factores genéticos y ambientales estarían implicados en su 
etiología. Uno de los factores genéticos aceptado como factor de riesgo para la EA es 
ser portador del alelo ε4, representando más de un 50% del riesgo de padecer la 
enfermedad en la edad adulta (Roses, 1996). Existen variadas propuestas para explicar 
la relación entre el genotipo apoE4 y la EA, como por ejemplo favorecer la formación 
de placas amiloides y contribuir al desarrollo de los ovillos neurofibrilares (ver revisión 
de Huang and Mahley, 2014). Además, las mujeres que portan alelos ε4 parecen estar en 
mayor riesgo de desarrollar EA que los hombres (Corder et al., 2004), aunque en los 
hombres portadores se desarrolle antes la enfermedad (Riedel et al., 2016). De hecho, 
la concentración de apoE a lo largo de la vida es diferente entre ambos sexos; las mujeres 
presentan concentraciones superiores a los hombres hasta los 17 años (Lee et al., 2001; 
Vincent-Viry et al., 1998), invirtiéndose a esa edad hasta la menopausia, donde vuelven 
a ser las mujeres las que muestran valores elevados (Burger et al., 2002; Schiele et al., 
2000). Los autores Riedel et al. (2016) sugieren que estas diferencias entre sexos 
confieren, a las mujeres apoE4, un mayor riesgo de padecer EA. 
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A nivel cognitivo, se ha observado que personas con EA, con al menos un alelo ε4 
presentan un deterioro más rápido de sus funciones, y que el genotipo apoE4 afecta 
negativamente la cognición en las etapas preclínicas de la enfermedad (Reitz and Mayeux, 
2009). De igual manera, se ha correlacionado un incremento de las conductas agresivas 
en personas con EA y al menos un alelo ε4 (Craig et al., 2004; van der Flier et al., 2006). 
Además, los ancianos, del genotipo apoE4 sin EA presentan un deterioro mayor en la 
atención y la memoria de trabajo, en comparación a individuos de los otros genotipos 
apoE (Greenwood et al., 2005). Igualmente, se ha observado que las personas con este 
genotipo presentan un peor rendimiento en tareas de memoria episódica, navegación 
espacial y reconocimiento de objetos (De Blasi et al., 2009; Kukolja et al., 2010). Además, 
a medida que la población aumenta de edad, las diferencias entre personas portadoras 
del gen apoE4 y las que no, son aún mayores (Wisdom et al., 2011). A su vez, algunos 
desórdenes neuropsiquiátricos se han vinculado con apoE en humanos, como por 
ejemplo la depresión mayor en sujetos portadores de apoE2 (López-León et al., 2008); 
la depresión tardía en personas mayores portadoras de apoE4 (Feng et al., 2015); y un 
mayor riesgo de sufrir estrés post-traumático en soldados retirados con genotipo apoE4 
(Kimbrel et al., 2015). Por otro lado algunas isoformas se comportan como protectoras, 
como es el caso de apoE3 que representa una protección frente a la esquizofrenia en la 
población asiática (González-Castro et al., 2015) y el rol neuroprotector y modulador 
de la longevidad en los sujetos del genotipo apoE2 (Reinvang et al., 2013).   
 
Estudios en humanos también han evidenciado disfunciones del sistema colinérgico en 
sujetos del genotipo apoE4, como la reducción de la actividad de las neuronas 
colinérgicas (Salehi et al., 1998), un mayor número de mAChRs (Cohen et al., 2003) y 
niveles más altos de AChE (Eggers et al., 2006).  Otra revisión más reciente relacionó el 
genotipo apoE4 con la disminución del volumen del hipocampo e hipometabolismo 
cerebral (Liu et al., 2015). Pese a estos antecedentes, la relación entre apoE4 y un sistema 
colinérgico disfuncional sigue siendo un tema controvertido, dado que existen estudios 
que no han observado diferencias a este nivel (Bott et al., 2013; Bronfman et al., 2000). 
Además, todavía no se ha podido confirmar que los portadores del alelo ε4 respondan 
mejor a los inhibidores de la ChE, que los portadores de los otros dos alelos (ver 
revisión de Haywood and Mukaetova-Ladinska, 2006). 
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Los estudios neuroconductuales en animales se han centrado en evaluar diferentes tipos 
de memoria y aprendizaje. Hace más de 20 años Gordon et al. (1995) observaron un 
déficit en la memoria de trabajo, y una disminución en la actividad de ChAT en la corteza 
frontal y el hipocampo en ratones knockout apoE, revelando una posible interacción 
entre el sistema colinérgico y esta proteína. En animales transgénicos apoE4 de edades 
avanzadas se ha observado un bajo rendimiento en la tarea de laberinto radial de 8 
brazos (Hartman et al., 2001) y en hembras apoE4 también se ha encontrado un mayor  
deterioro en pruebas de memoria espacial (Grootendorst et al., 2005; Reverte et al., 
2012). Por otra parte, los ratones transgénicos apoE3 sometidos a estimulación 
ambiental (etapas de estimulación a base de juguetes, túneles y ruedas de ejercicio con 
sus congéneres) presentaron un mejor rendimiento en pruebas de memoria y 
aprendizaje, comparados con animales del genotipo apoE4 bajo las mismas condiciones 
de estimulación (Levi et al., 2003). Sin embargo, otro estudio mostró que el ejercicio 
físico durante 6 semanas en un ratón apoE4 mejoraba sus funciones cognitivas (Nichol 
et al., 2009).  
 
En nuestro grupo de trabajo, varios estudios han revelado la influencia del genotipo apoE 
sobre el aprendizaje y la memoria espacial. En un MWM, a los 4 y 12 meses de vida, los 
ratones apoE4 mostraron el peor rendimiento, mientras que los apoE3 el mejor y los 
apoE2 un aprendizaje intermedio, además de observarse un efecto del sexo (Reverte et 
al., 2013, 2012). En el trabajo de Peris-Sampedro et al. (2015a) se obtuvieron resultados 
similares, se observó que los animales apoE4 presentaron un peor rendimiento en la 
adquisición del laberinto de Barnes. En otras conductas, también se reveló que los 
ratones transgénicos apoE4 muestran una menor actividad y mayor ansiedad a los 4 y 
12 meses de vida (Reverte et al., 2014b). También se ha sugerido que el genotipo apoE 
modula la atención y el control inhibitorio (Peris-Sampedro et al., 2016; Reverte et al., 
2016). 
 
Por todos estos hallazgos, se han sugeridos posibles explicaciones para el deterioro 
neuroconductual de apoE4, una de ellas es que los individuos con esta variante podrían 
tener niveles insuficientes de apoE funcional necesarios para mantener el buen estado 
neuronal, ya que se han detectado niveles más bajos de apoE en plasma, cerebro y líquido 
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cefalorraquídeo en ratones transgénicos apoE4 (Sullivan et al., 2011). A su vez, se ha 
relacionado al genotipo apoE4 con disfunciones mitocondriales, alteraciones en la 
mielinización y aumento del estrés oxidativo (Huang, 2006) También se ha asociado con 
un fenotipo proinflamatorio en la microglía, durante el periodo neonatal (Colton et al., 
2005). Así, las deficiencias de apoE4 en función sináptica, metabolismo energético, 
reparación neural y protección contra ROS podrían explicar su asociación con procesos 
neurodegenerativos. Algunos datos indican que el funcionamiento alterado podría estar 
relacionado con la menor capacidad de los andrógenos para unirse a sus propios 
receptores, en los portadores del genotipo apoE4, sugiriéndose que este genotipo puede 
ser especialmente relevante cuando se está expuesto a disruptores endocrinos (Raber, 
2008).  
 
5.2 Modelos animales transgénicos  
Bajo el marco teórico expuesto sobre apoE, múltiples autores han manifestado lo útil 
que son los modelos animales modificados genéticamente, para una mejor comprensión 
del papel del gen APOE y sus principales isoformas, sobre algunas enfermedades, 
funciones cognitivas, conducta y mecanismos de plasticidad neural (Forero et al., 2016). 
En un principio se trabajó con ratones knockout apoE que evidenciaron la importancia 
de la apoE a nivel cognitivo (Gordon et al., 1995). Después, se diseñaron ratones 
transgénicos que expresaban variantes de la apoE humana, mostrando en ocasiones 
variabilidad en la distribución de la isoforma humana en el organismo (Grootendorst et 
al., 2005). A partir de esto se creó un modelo de ratón transgénico que reemplazaba el 
gen Apoe murino por una de las tres variantes de la apoE humana, manteniendo intactas 
las secuencias reguladoras propiamente murinas (Sullivan et al., 2004, 1997). Así, se ha 
logrado que estos ratones expresen las isoformas apoE humana de manera funcional y a 
nivel fisiológico, siendo su fenotipo similar al encontrado en humanos, y convirtiéndose 
en un modelo adecuado para las investigaciones (Hauser et al., 2011). 
 
5.2.1. Influencia de apoE en el desarrollo 
Desde hace algún tiempo, y en vista de que algunos estudios indican la existencia de 
diferencias entre genotipos apoE a nivel conductual y neuroanatómico, a partir de edades 
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muy tempranas, ha crecido el interés por caracterizar en humanos la influencia de apoE 
sobre la conducta, en sujetos jóvenes. Algunos estudios asocian el genotipo apoE4 con 
un mejor desempeño en memoria episódica y de trabajo, función ejecutiva y fluidez 
verbal en adultos jóvenes (Bunce et al., 2011; Rusted et al., 2013). Otras investigaciones 
han reportado en jóvenes sanos portadores del genotipo apoE4 cambios en la actividad 
de las áreas prefrontal y media-temporal, y en el hipocampo, mientras se realizan tareas 
de memoria, teniendo resultados iguales o incluso mejores en tareas cognitivas y de 
memoria que los no portadores (Dennis et al., 2010; Mondadori et al., 2007). También 
se ha sugerido, que la educación en adultos jóvenes reduce los efectos de apoE4 sobre 
el metabolismo cerebral, y mejora el rendimiento en pruebas de memoria episódica 
(Arenaza-Urquijo et al., 2015). Otro estudio reveló la variación entre las estructuras 
cerebrales y el genotipo, sin embargo estos autores sí observaron que los niños 
homocigotos apoE4 obtuvieron las puntuaciones más bajas en función ejecutiva y 
memoria de trabajo Chang et al. (2016). Como también los hallazgos de Acevedo et al. 
(2010) y Alexander et al. (2007) que confirmaban una mala retención de una prueba 
espacial, en un grupo de niños de 7 a 10 años y peor rendimiento en navegación espacial 
en otro grupo de personas de 16 a 30 años, portadores del genotipo apoE4. Ninguno 
de estos estudios valoró las posibles diferencias entre sexos.  
Los estudios realizados en ratones transgénicos portadores de apoE4 muestran que la 
memoria y el aprendizaje espacial se deteriora progresivamente con la edad  (Pfankuch 
et al., 2005). Igualmente, existen datos que muestran diferencias en los patrones de  
maduración y desarrollo dendrítico en ratones apoE4 recién nacidos (Li et al., 2009). 
Este patrón también se ha observado en ratones de 3 meses de edad portadores de 
apoE4, estos ratones presentaban una densidad dendrítica inferior en comparación con 
ratones apoE3; estas diferencias a nivel dendrítico se relacionaban con un peor 
rendimiento en un laberinto de Barnes (Rodriguez et al., 2013).  
 
Por otro lado, en nuestro laboratorio se ha evidenciado que los ratones portadores de 
la apoE2, en la etapa de desarrollo, abrían antes sus ojos que apoE3 y apoE4 (Reverte et 
al., 2014a); asimismo, apoE4 presentaba un peso corporal inferior desde el destete y que 
esta diferencia se mantenía durante la vida adulta (Reverte et al., 2013). 
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5.2.2. Interacciones genotipo apoE – factores medioambientales 
Algunos estudios también han sugerido que el genotipo apoE puede alterar la 
vulnerabilidad de un sujeto, a los efectos de determinados factores medioambientales. 
Así, por ejemplo, algunos estudios epidemiológicos han mostrado que los sujetos 
portadores de apoE4 están menos protegidos frente a exposiciones a plomo o mercurio 
(Godfrey et al., 2003; Stewart et al., 2002). En este sentido, otro estudio evidenció que 
después de 3 meses de una irradiación con 56Fe, la protección frente a ROS en el 
hipocampo de ratones apoE4 era menor (Villasana et al., 2016). Por otro lado, los 
ratones transgénicos apoE4 expuestos a una dieta alta en grasas presentaban mayor 
ansiedad y efectos compatibles con una diabetes tipo II (Segev et al., 2016). 
 
Además, nuestro grupo de investigación ha encontrado una interacción significativa 
entre el genotipo apoE3 y el compuesto lipofílico decabromodifenil éter (BDE-209) 
administrado durante el periodo postnatal, y también con CPF administrado durante la 
edad adulta, considerándose que este genotipo específico podría ser más vulnerable a 
estos dos tóxicos (Peris-Sampedro et al., 2015a, 2015b, Reverte et al., 2014b, 2013). 
Concretamente, para el compuesto BDE-209, después de una exposición postnatal, se 
observó un incremento de la ansiedad a los 12 meses de vida en hembras apoE3 y un 
aumento de las hormonas tiroideas (Reverte et al., 2014b);  así como un leve deterioro 
en el aprendizaje espacial en machos a los 4 meses y en la retención en hembras a los 
12 meses (Reverte et al., 2013). Para CPF, se ha observado que sólo los ratones del 
genotipo apoE3, expuestos en la edad adulta, retienen peor en el laberinto de Barnes. 
Además, dentro del mismo estudio, este genotipo en particular, presentó un aumento 
significativo de peso con una exposición mantenida durante 13 semanas a una dosis de 
2 mg/kg/día administrada en la dieta (Peris-Sampedro et al., 2015a). También se pudo 
observar, en el genotipo apoE3, que la exposición a CPF provocaba un aumento de la 
glicemia, del colesterol total y el  consumo de comida, así como un incremento de los 
niveles de leptina, posiblemente relacionados con el aumento de peso (Peris-Sampedro 
et al., 2015b). Otras observaciones importantes fueron sobre el control inhibitorio en 
este genotipo, donde CPF revirtió esta conducta característica de las hembras apoE4 
(Peris-Sampedro et al., 2016). 
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En conjunto estos datos muestran la necesidad de estudiar la influencia del genotipo 
apoE sobre los efectos de tóxicos medioambientales, ya que puede constituir un sesgo 
importante en estudios epidemiológicos, donde no se controlen de forma adecuada 
variables genéticas y de sexo. 
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1. Planteamiento 
 
Los efectos neuroconductuales y metabólicos derivados de la exposición a clorpirifós 
han sido los temas centrales de trabajos realizados anteriormente en nuestro 
laboratorio. Desde un principio, se ha observado la influencia de los principales 
polimorfismos humanos del gen apoE en la expresión de tales efectos. Sin embargo, 
todos nuestros estudios sobre clorpirifós han sido realizados en ratones adultos. Hasta 
la fecha no existe información acerca de la contribución del genotipo apoE sobre los 
efectos que pueda causar una exposición perinatal a clorpirifós y sus posibles 
repercusiones a largo plazo. Dada la importante repercusión para la salud durante toda 
la vida de las exposiciones en edad infantil, a tóxicos en general y a plaguicidas OPs en 
particular, esta tesis doctoral continúa la línea de investigación de nuestro equipo, 




2.1. Objetivo general 
La presente tesis doctoral tiene como objetivo principal estudiar la influencia del 
genotipo apoE sobre los cambios inducidos por la exposición postnatal a clorpirifós a 
nivel físico, conductual y bioquímico a corto, medio y largo plazo, en ambos sexos. 
También se pretende estudiar la respuesta a la re-exposición a clorpirifós en sujetos 
adultos. 
 
Los experimentos se realizaron en ratones transgénicos homocigotos para los alelos ε3 
o ε4 del gen APOE humano, llevándose a cabo en dos fases experimentales, para estudiar 
los efectos durante el desarrollo y en la vida adulta. 
 
2.2. Objetivos específicos 
1. Valorar los efectos del genotipo apoE sobre parámetros post-parto y de desarrollo. 
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2. Estudiar los cambios físicos y neuromotores producidos por una exposición temprana 
a clorpirifós, durante el periodo de desarrollo postnatal, en función del sexo y del 
genotipo apoE (apoE3 y apoE4). 
 
3. Valorar la actividad colinesterasa plasmática y colinesterasa cerebral tras la exposición 
a clorpirifós a corto, medio y largo plazo, en función del sexo y del genotipo apoE (apoE3 
y apoE4). 
 
4. Caracterizar las diferencias entre el genotipo apoE3 y apoE4 en la expresión génica 
de marcadores de detoxificación a nivel hepático y del sistema colinérgico a nivel 
cerebral, en ratones expuestos a clorpirifós durante el periodo postnatal, en función del 
sexo y la edad. 
 
5. Estudiar los efectos producidos por una re-exposición a clorpirifós del quinto al 
séptimo mes de vida, en función del sexo y del genotipo apoE (apoE3 y apoE4), sobre el 
peso corporal y la ingesta de comida. 
 
6. Caracterizar las diferencias entre el genotipo apoE3 y apoE4 sobre las conductas 
sociales, mediante la prueba de tres compartimentos de Crawley, tras una re-exposición 
a clorpirifós en machos adultos.  
 
7. Estudiar los efectos del genotipo apoE, la exposición postnatal a clorpirifós y la re-
exposición a clorpirifós en la edad adulta sobre el aprendizaje y memoria espacial en 
ratones de ambos sexos. 
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1. Animales 
 
Para esta investigación se han utilizado ratones transgénicos portadores del gen humano 
APOE. Estos animales expresan la apoE humana en lugar de la propia, siguiendo los 
mismos patrones y niveles que los expresados en la población humana. Esta sustitución 
mantiene intacta las secuencias reguladoras requeridas para modular la apoE, 
permitiendo así el estudio de la neurobiología de las isoformas de la apoE humana 
(Sullivan et al., 2004). 
 
Ratones machos y hembras adultos de 2 meses de edad C57BL/6NTac portadores del 
gen APOE humano, homocigotos para los dos alelos más frecuentes (ε3 y ε4), fueron 
suministrados por Taconic Biosciences (Germantown, EE.UU.). Los animales se 
mantuvieron en periodo de habituación durante 7 días. Después de esa semana se 
procedió al apareamiento de hembras y machos del mismo genotipo, durante una 
semana.  El cruce se estableció entre 1 macho y 3 hembras. Después de 10 días, las 
hembras fueron pesadas e individualizadas ante un posible embarazo. El día del parto se 
denominó como DPN 0. Después de 28 días (DPN 28) se procedió al destete de las 
crías, alojando de 2 a 5 individuos del mismo sexo en jaulas estándar. Todos los animales 
se mantuvieron en una habitación del animalario con la temperatura mantenida a 22 ± 
2°C, equipada con un ciclo automático día/noche (luz: 08:00-20:00 h) y una humedad 
relativa de 50 ± 10%. A todos los animales se les suministró agua y comida estándar para 
ratones (Panlab, Barcelona, España) ad libitum en periodo de lactancia, y en la adultez en 
ciclos de no-tratamiento. La manipulación de los animales y los protocolos 
experimentales se aprobaron por el Comité Ético de Experimentación Animal de la 
Universidad Rovira i Virgili (Tarragona, España) y se llevaron a cabo según el Real 
Decreto Español 53/2013 para la protección de los animales utilizados en 
experimentación y otros fines científicos. 
 
2. Compuesto químico 
 
El compuesto de estudio para el tratamiento de los animales fue el insecticida OP 
clorpirifós (CPF) (O,O-dietil-O-3,5,6-tricloro-2-piridil fosforotioato al 99,9% de pureza,  
UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
INFLUENCIA DEL GENOTIPO APOE EN LA EXPRESIÓN DE EFECTOS NEUROCONDUCTUALES DERIVADOS 
DE LA EXPOSICIÓN POSTNATAL A CLORPIRIFÓS 
Pia Isabel Basaure García 
 
- 74 - 
 
Capítulo III. Metodología General 
suministrado por Sigma-Aldrich Química, Riedel-de Haën, Alemania). La administración 
de CPF se realizó de forma directa usando como vehículo de disolución aceite de girasol, 




La primera exposición a CPF se realizó durante la lactancia, mediante alimentación 
forzada a una disolución del compuesto en aceite de girasol. La dosis administrada fue 
de 1 mg/kg de peso corporal y ajustado para ser administrada con micro-pipeta en un 
volumen de 1 μl/g de peso corporal del animal. El periodo de tratamiento comenzó el 
DPN 10 y finalizó el DPN 15. Se eligió el DPN 10 para el comienzo del tratamiento, por 
ser el día de máximo crecimiento cerebral y desarrollo en los roedores (Watson et al., 
2006). La dosis, para el estudio de la influencia de CPF en el desarrollo y a largo plazo, 
se ha escogido en base a trabajos previos (De Angelis et al., 2009; Ricceri et al., 2006; 
Ricceri et al., 2003; Venerosi et al., 2006). La segunda exposición al insecticida se efectuó 
en ratones adultos mediante una dieta estándar suplementada con CPF, procesada y 
suministrada por SAFE (Vannes, Francia). Este periodo de tratamiento se llevó a cabo al 
quinto mes de vida de los animales, durante 8 semanas consecutivas. La dieta se ajustó 
a 4 g/día, de manera que cada animal recibió la dosis final de 2 mg/kg/día, según estudios 
anteriores de nuestro laboratorio. Además, el tiempo de exposición coincide con 
efectos observados a nivel metabólico y neuroconductual (Peris-Sampedro et al., 2015a, 
2015b). En su momento, esta dosis fue escogida por el equipo experimentador con la 
intención de hacer coincidir exposiciones experimentales con lo que pudiese ser una 
exposición diaria a CPF cercana a lo real, en humanos adultos (Peris-Sampedro et al., 
2015a, 2015b). Para todos los tratamientos se administraron los vehículos para originar 
las poblaciones controles correspondientes a cada fase experimental. 
 
4. Grupos de experimentación 
 
Este estudio se realizó en dos fases de experimentación para alcanzar los objetivos 
propuestos. Las camadas y animales que conformaron las dos fases experimentales se 
resumen en el esquema de la Figura 5. Después del cruce (Figura 5A) y el parto, la pauta 
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de selección de las camadas que entraban en el proceso de exposición y su consiguiente 
monitorización, fueron aquellas que mantuvieron un número superior a 4 crías hasta el 
DPN 10. Asimismo, las camadas que no llegaban a cumplir este criterio se sacaron del 
experimento. Las camadas fueron aleatoriamente asignadas como camadas controles 
(camada control postnatal) o tratadas (camada tratada postnatal: CPF1) (Figura 5B) 
generando, de este modo, cuatro grupos diferentes (Figura 5C). Al cumplirse el quinto 
mes de vida, los ratones de cada una de las camadas se distribuyeron en jaulas de 2 a 5 
ratones del mismo sexo, genotipo y tratamiento postnatal, conformándose finalmente 




















Figura 5. Grupos de tratamiento para cada genotipo. La primera pareja de cruce (A); las camadas conseguidas 
después del cruce, aleatorizadas para recibir el tratamiento postnatal (control PN y tratada PN), siendo 
vehículo y CPF, respectivamente (B); los animales después del destete, separados por sexo y tratamiento 
recibido (C); y los grupos de tratamiento para la re-exposición (D). 
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5. Planificación experimental 
 
5.1. Fase experimental I: efectos en el desarrollo 
Este estudio se realizó para valorar los efectos de la exposición a CPF en periodo de 
desarrollo y las posibles interacciones con el genotipo apoE y el sexo. La observación 
de los animales comenzó desde el DPN 0, correspondientes al día del parto, registrando 
el número total de crías de cada camada, tanto sujetos vivos como muertos. Esta 
vigilancia se llevó a cabo durante todo la lactancia, especialmente siendo cautos en los 
días post-tratamiento y entre el DPN 0 y DPN 4 por el gran índice de mortalidad sufrido 
en ese periodo y para la selección final de camadas a tratar con CPF. Durante el periodo 
comprendido entre el DPN 4 hasta el DPN 33 se realizaron diferentes pruebas para 
evaluar parámetros de desarrollo físico y neuromotor (sección 6). El protocolo de 
seguimiento de las crías se ejecutó en base a los resultados de un estudio realizado con 
ratones transgénicos apoE de nuestro laboratorio (Reverte et al., 2014a). En el DPN 15, 
4 h después de la administración de la última dosis de tratamiento, y el DPN 30 se 
sacrificaron ratones escogidos al azar, para controlar los efectos del tratamiento 
mediante determinación de la actividad ChE en plasma y en cerebro, y para estudios de 
expresión génica en cerebro e hígado (ver en detalle en la sección 9). Finalizado el 
periodo de lactancia, después del destete (DPN 28), se controló la evolución del peso 
corporal de las crías hasta el quinto mes de vida. La evaluación física y el sacrificio de los 
animales se encuentran detallados en las secciones 6 y 8.1, respectivamente. 
  
5.2. Fase experimental II: efectos en la edad adulta 
Esta fase se diseñó para valorar los efectos a largo plazo de la exposición postnatal a 
CPF en ratones adultos apoE3 y apoE4, además de identificar la respuesta física y 
conductual a una re-exposición al insecticida en edad adulta durante 8 semanas desde el 
quinto a séptimo mes de vida. A los grupos experimentales asignados como CPF2 y 
CPF1+CPF2 (Figura 5D) se les administró una dieta suplementada con CPF 2 mg/kg/día 
y al resto de grupos una dieta estándar. Cada grupo estuvo conformado entre 8 a 10 
animales. A todos los grupos de ratones machos se les evaluó en dos pruebas 
conductuales: tres compartimentos de Crawley y en el laberinto de Barnes. A las 
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hembras sólo se las evaluó en esta última prueba. Al mismo tiempo, se registró el peso 
de cada individuo y la ingesta de comida por jaula, semanalmente. Acabadas estas 8 
semanas, se sacrificó a los animales y se recogieron muestras de cerebro, plasma e 
hígado para su estudio posterior. La evaluación física, la valoración conductual, el 
sacrificio de los animales y la preparación de las muestras, y las determinaciones 
bioquímicas están descritas en detalle en las secciones: 6.1, 7, 8.2 y 9.1 respectivamente.  
 
6. Evaluación física a corto y a largo plazo 
 
La evaluación de distintos parámetros físicos se realizó durante 7 meses, con el objetivo 
de registrar potenciales efectos producidos por la exposición postnatal a CPF y observar 
las diferencias a nivel de genotipo, sexo y las posibles interacciones de estos con el 
insecticida a lo largo de este periodo. 
 
6.1. Peso corporal 
El peso corporal en el periodo postnatal se registró el DPN 4, durante el periodo de 
tratamiento (DPN 10-15), y también el DPN 16 y el DPN 28. 
 
Desde el DPN 28 el registro fue mensual. A partir del quinto mes, coincidiendo con el 
periodo de la re-exposición a CPF, el registro del peso se llevó a cabo una vez por 
semana, consecutivamente durante 8 semanas. Paralelamente, se estimó la comida diaria 
ingerida por cada animal, realizando el siguiente cálculo:  
(comida suministrada semanal – comida sobrante semanal) ÷ (7 días x sujetos de la jaula)   
 
6.2. Apertura de ojos 
Se realizó un registro diario desde el DPN 12-16 puntuando el progreso de la apertura 
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6.3. Desarrollo sexual 
Desde el DPN 28-33 se valoró el desarrollo sexual en machos y hembras. En los machos 
se evaluó el descenso de los testículos y en las hembras la apertura vaginal. La puntuación 
de cada uno de los parámetros está especificado en la Tabla 2. 
 
6.4. Evaluación neuromotora  
La valoración sensorimotora y coordinación de los animales se realizó en el DPN 16, 24 
h después de la última dosis de CPF, evaluándose: la fuerza de agarre, la capacidad de 
adherencia sobre un plano inclinado y la habilidad de trepar. Las crías demostraron estas 
destrezas sobre una rejilla metálica, y el registro de la ejecución se cumplió en base al 
protocolo de puntuación descrito en la Tabla 2. 
 
 
7. Valoración conductual 
 
Los efectos a largo plazo de la exposición a CPF en la etapa postnatal sobre la conducta 
se valoraron a los 5 meses de vida en dos pruebas conductuales, evaluándose conductas 
sociales, aprendizaje y memoria espacial mediante dos paradigmas diferentes. En estas 
Tabla 2. Protocolo de puntuación de los parámetros físicos evaluados en las crías 
Parámetro evaluado Puntuación otorgada 
Apertura de ojos  
0 = ambos ojos cerrados 
1 = primer ojo abierto 
Fuerza de agarre  
0 = la cría no ofrece resistencia 
1 = la cría ofrece cierta resistencia agarrándose en la rejilla 
2 = la cría ofrece buena resistencia agarrándose en la rejilla 
Adherencia sobre un 
plano inclinado  
0 = la cría cae de inmediato 
1 = la cría cae antes de 15s 
2 = la cría se mantiene agarrada durante 15s 
Habilidad de trepar 
0 = la cría cae de inmediato 
1 = la cría sube hasta la mitad de la rejilla 
2 = la cría sube hasta la parte superior de la parrilla 
Descenso de los 
testículos 
0 = sin presencia de los testículos cuando se presiona el 
abdomen 
1 = testículos detectados a simple vista o presionando el 
abdomen 
Apertura de la vagina 
0 = sin orificio vaginal 
1 = abertura vaginal 
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dos pruebas se utilizó una video cámara (Sony CCD-IRIS) para grabar los movimientos 
y recorridos de los animales y un programa de detección (Etho-Vision© XT 11.5, Noldus 
Information Technologies; Wageningen, Holanda) para procesarlos y analizarlos 
posteriormente. 
 
7.1. Tres compartimentos de Crawley 
Tres compartimentos de Crawley es la prueba conductual que se realizó para estudiar 
la sociabilidad y la preferencia por la novedad, en ratones machos apoE3 y apoE4 
sometidos a la exposición postnatal y a 15 días de re-exposición a CPF en adultos.  Esta 
prueba se ejecutó en una cámara con tres compartimentos, adaptación del aparato 
desarrollado por Moy et al. (2004) para estandarizar déficits sociales en modelos 
animales de autismo y otros desordenes del neurodesarrollo.  
 
7.1.1. Aparato y materiales 
La cámara consiste en una caja rectangular de 45 x 15 x 30 cm de plástico grueso dividida 
en tres compartimentos, cada uno de ellos mide 15 x 15 x 30 cm (Figura 6A). El piso y 
las paredes externas están construidas con polimetilmetacrilato transparente liso 
(PL10011, Polimark; Monza, Italia). Cada pared interna tiene 1 puerta que mide 4,5 x 4,5 
cm. Adicionalmente, hay 2 paredes removibles para colocarlas en las mismas puertas. 
Además, dos cubiletes cuadrados de rejilla metálicos e idénticos (7 x 7 cm) (Figura 6B) 
se usaron para que cada uno estuviera en cada compartimento lateral, y de manera 
invertida contener a los ratones desconocidos (Figura 6C) o a un objeto inanimado (rana 






Figura 6. Diagrama de materiales y sujetos empleados en la prueba tres compartimentos de Crawley. La 
cámara de los tres compartimentos con los cubiletes metálicos vista de planta (A); los cubiletes de rejilla 
metálicos (B); dos ratones desconocidos del mismo sexo y tamaño que el sujeto evaluado para eliminar 
estímulos distractores de dominancia y/o sexuales, se utilizaron como estímulo social y de novedad, 
respectivamente (C); y una rana de plástico color rojo mate como el objeto inanimado elegido para observar 
los comportamientos no-sociales de los individuos valorados (D) 
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La prueba se realiza en 3 fases (Figura 7). La primera es la habituación al nuevo espacio, 
donde se permite al animal la exploración libre de la cámara durante un periodo de 10 
min (Figura 7A). Asimismo, para que se familiarice completamente, los cubiletes vacíos 
se dejan en cada uno de los compartimentos (derecho e izquierdo). Al finalizar la fase 
de habituación, el animal se traslada sutilmente al compartimento central, cerrando las 
puertas de éste. La segunda fase consiste en observar las conductas de socialización 
(Figura 7B). En un compartimento, elegido aleatoriamente, se coloca un ratón 
desconocido para el individuo (compartimento social) y en el otro compartimento el 
objeto inanimado (compartimento no social). Se comienza abriendo las puertas del 
compartimento central, de manera que se deja al ratón libre de movimiento dentro de 
la cámara durante 6 min. La tercera y última fase sirve para valorar preferencias por la 
novedad (Figura 7C). El ratón desconocido de la fase de la socialización, en el mismo 
cubilete, se mantuvo en su compartimiento (compartimento conocido), mientras que el 
objeto inanimado se sustituyó por un nuevo animal (compartimento novedad). Se 
posicionó al individuo en el compartimento central con las puertas abiertas, quedando 
el animal libre de movimiento dentro de la cámara durante 6 min. Al finalizar la prueba, 
la caja se limpiaba cuidadosamente con etanol 70%, tanto los compartimentos como los 

















Figura 7. Fotografías representativas de las 3 fases experimentales de la prueba tres compartimentos de 
Crawley. La habituación al nuevo espacio que otorga al animal libre movimiento para que explore los tres 
compartimentos durante 10 min (A); en la socialización se observó la conducta del sujeto analizado frente a 
un ratón desconocido y un objeto inanimado (B); y en la preferencia por la novedad, se evaluó la predilección 
por el ratón conocido en la etapa anterior u otro totalmente desconocido (C). 
UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
INFLUENCIA DEL GENOTIPO APOE EN LA EXPRESIÓN DE EFECTOS NEUROCONDUCTUALES DERIVADOS 
DE LA EXPOSICIÓN POSTNATAL A CLORPIRIFÓS 
Pia Isabel Basaure García 
 
- 81 - 
 
Capítulo III. Metodología General 
7.1.3. Parámetros analizados 
Los parámetros escogidos para valorar las diferentes conductas están descritos en la 
Tabla 3.  
 
 
7.2. Laberinto de Barnes 
La segunda prueba conductual se llevó a cabo para evaluar memoria y aprendizaje 
espacial en ratones machos y hembras apoE3 y apoE4 sometidos a la exposición 
postnatal y a 30 días de re-exposición a CPF mediante el laberinto de Barnes (Barnes, 
1979). Esta tarea se elaboró en base a la tendencia intrínseca de los individuos por 
escapar de entornos aversivos y en la memoria de referencia espacial dependiente de 
hipocampo (Harrison et al., 2009) 
 
 
Tabla 3. Parámetros evaluados en la prueba tres compartimentos de Crawley 













Media de los 2 compartimentos 
Latencia mínima (s) 







(Tiempo social – tiempo no social) ÷ 
(Tiempo social + tiempo no social) 
Preferencia 




Media de los 2 compartimentos 
Latencia mínima (s) 






Exploración de la 
novedad 
(Tiempo novedad – tiempo conocido) ÷ 
(Tiempo novedad + tiempo conocido) 
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7.2.1. Aparato y materiales 
La prueba se ejecuta en un tablero circular de 92 cm de diámetro, de metacrilato color 
blanco, elevado a 1 m del suelo. El tablero posee 20 agujeros circulares, cada uno de 4,5 
cm de diámetro, situados uniformemente a 2,5 cm del borde del tablero (Figura 8A). 
Virtualmente, un número del 1 al 20 se asigna, por orden, a cada agujero. El primero es 
el agujero objetivo y con los dos agujeros contiguos, es decir 2 y 20, conforman la zona 
objetivo (ver en detalle en sección 7.2.2). El sistema también dispone de una caja negra 
desmontable de 16 x 8 x 8 cm con dos peldaños pequeños para el acceso fácil del animal 
(Figura 8B), localizada bajo el agujero objetivo. Una luz brillante e intensa se utiliza para 
alentar a los ratones a escapar hacia dentro de la caja oscura. Un cilindro hermético de 
color gris se usa para posicionar a los sujetos en el centro del tablero antes de comenzar 
los ensayos (Figura 8C). Asimismo, para acostumbrar a los animales al agujero objetivo 



















Figura 8. Diagrama de materiales empleados en el laberinto de Barnes. El tablero circular con los 20 agujeros 
alrededor del perímetro visto de planta (A); la caja oscura utilizada para el escape de los animales (B); el 
cilindro usado para contener al ratón antes de que comience cada ensayo (C); y el cubilete transparente donde 
se introduce al ratón para habituarlo a entrar a la caja de escape (D).  
 
7.2.2. Procedimiento  
La prueba se realiza en 3 fases y se desarrolla en 12 días. El primer día se efectúa la 
habituación al tablero, donde el sujeto tiene 15 min para familiarizarse con el nuevo 
ambiente, moviéndose libremente por él, sin caja de escape adosada al tablero. 
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Virtualmente se asigna una zona central de 72 cm de diámetro y una zona periferia (10 
cm de diámetro). El segundo día se realiza la habituación a introducirse a la caja de 
escape. El ratón se coloca sobre el agujero objetivo y, encima de él, se le pone el cubilete 
rectangular (Figura 8D), reduciendo la movilidad del animal, con el objetivo que recorra 
sólo la zona mencionada y entre a la caja. Esta etapa dura un total de 5 min. Al terminar 
el tiempo, si el animal no consigue entrar a la caja de escape, se le sitúa sutilmente dentro 
durante 60 s; si dentro de este periodo el animal entraba a la caja de escape, igualmente 
se le dejaba allí por 60 s. La adquisición de la prueba se realiza en los siguientes nueve 
días. Durante este periodo, los animales se someten a una sesión diaria de dos ensayos 
de 120 s cada uno, con un intervalo entre estos de 2 h. Se inicia siempre después de que 
el animal se ubica en el centro del laberinto. Desde esa posición, al ratón se le permite 
mover libremente por el tablero. El ensayo termina cuando entra en la caja de escape o 
cumplidos los 120 s cuando sutilmente se traslada a la caja de escape. En ambos casos, 
al ratón se mantiene allí durante 30 s después del final de cada ensayo, antes de ser 
devuelto a su jaula. El tablero se gira entre cada ensayo 45º y en sentido de giro de las 
agujas del reloj, para evitar señales y pistas proximales presentes en el propio tablero, 
asegurando así un aprendizaje dependiente de hipocampo y por consiguiente, la correcta 
adquisición de la tarea. Además, el agujero objetivo y la caja de escape siempre se 
mantienen en una posición fija, con respecto a las señales externas del tablero (Figura 
9). Para eliminar cualquier rastro de olor, el tablero y la caja de escape se limpian con 
etanol 70% después de cada ensayo. La fase de retención de la prueba se realiza 24 h 
después del último ensayo de adquisición. Consiste en una sesión de 90 s de exploración 
libre sin la caja de escape. 
 
7.2.3. Parámetros analizados 
Los parámetros escogidos para evaluar las diferentes conductas están descritos en la 
Tabla 4 y están basados en un estudio anterior realizado por nuestro laboratorio (Peris-
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Figura 9. Diagrama de procedimiento del laberinto de Barnes. El círculo, que delimita las zonas central y 
periferia, y la flecha que indica la zona objetivo que comprende el agujero objetivo y sus dos agujeros 
adyacentes. La caja de escape se posiciona bajo A1. Al acabar cada ensayo el tablero se rota 45º, pasando a 
ser A16 el agujero donde se encontraba la caja de escape, y así sucesivamente (es decir, A11, A6, etc.). La 
posición de la zona y el agujero objetivo se mantuvo por las señales externas al tablero, que en este 
experimento fueron una cruz y un círculo negro, arriba de él.  
 
Tabla 4.  Parámetros evaluados en el laberinto de Barnes 
Fase Parámetro evaluado Descripción 
Habituación 
Distancia recorrida total 
(cm) 
Fraccionada en periodos de 5 min 
Distancia recorrida (cm) Espacio central 
Tiempo (s)  Espacio central 
Velocidad (s) Espacio central 
Adquisición 
Distancia recorrida (cm) Tablero completo 
Tiempo (s) Tablero completo 
Estrategias de búsqueda 
Aleatoria (el ratón muestra una búsqueda 
arbitraria con múltiples cruces a través 
del centro del tablero) 
Serial  (el ratón gira alrededor del borde 
del tablero, cruzando al menos tres 
agujeros próximos antes de entrar en el 
agujero objetivo) 
Espacial (el ratón se mueve directamente 
hacia el agujero objetivo desde el centro 
del tablero) 
Retención 
Tiempo (s) Cuadrante objetivo 
Exploración agujero 
objetivo 
(Frecuencia de entrada a agujero 
objetivo) ÷ (Frecuencia de entrada a 
todos los agujeros) 
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8. Sacrificio de los animales y preparación de muestras 
 
8.1. Procedimiento en crías 
Con el objetivo de valorar los efectos de la exposición postnatal, se sacrificaron crías a 
los 15 y 30 días de edad para la recolección de muestras biológicas, a las 4 h después de 
la última dosis de tratamiento y a los 15 días después de ésta. El sacrificio realizado 4 h 
después de la administración de CPF, se estableció considerando diversos estudios que 
indican este intervalo de tiempo el necesario para alcanzar el pico máximo de los efectos 
de este compuesto (Dam et al., 2000; Moser et al., 1998; Moser and Padilla, 1998; Pope 
et al., 1991). Los animales se sacrificaron mediante exanguinación previa anestesia 
inhalatoria con isoflurano (Vetflurane© 1000 mg/g; Virbac, Esplugues de Llobregat, 
España). Al ser animales de bajo peso (5 a 10 g) y pequeña estatura (5 a 7 cm) se siguió 
una serie de pasos para la recolección de sangre: se comprobó la correcta anestesia 
valorando el patrón respiratorio enlentecido y la relajación de esfínteres; se orientó el 
animal en decúbito supino, con la cabeza a 30º de su eje en dirección derecha; se 
extendió el cuello y, usando el ángulo mandibular como guía, se rasuró de la zona 
izquierda hasta la clavícula; se cortó hasta hacer visible la vena yugular; se realizó un 
pequeño corte en ésta, en la zona más próxima al cuello, donde se colocó el recolector 
del tubo con anticoagulante EDTA (K2E tubes, BD Microtainer; Franklin Lakes, EE.UU.) 
para la extracción. Para las crías de DPN 15 el volumen disponible fue de 0,1 a 0,25 mL; 
para los de DPN 30 se obtuvo de 0,25 a 0,5 mL. Al finalizar la extracción, se procedió a 
centrifugar la sangre para separar el plasma a 10000 g durante 20 min a 4°C (centrífuga 
Sigma 2-16 PX©, SciQuip; Newtown, Gales). Después de la exanguinación del animal, se 
decapitó con una tijera mediana y se extrajo cuidadosamente el cerebro completo, 
recolectando el cerebro anterior. La disección de esta área se realizó en placas Petri 
con bisturí estéril y siempre en hielo seco. Para obtener hígado, se localizó la región 
abdominal y se extrajo completamente. Estos dos tejidos se guardaron en criotubos, 
libres de ARNasas, (Cryo.S™, Greiner Bio-One; Monroe, EE.UU.) y se congelaron al 
instante en nitrógeno líquido. Posteriormente, las muestras obtenidas se guardaron a -
80ºC hasta su posterior análisis.  
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8.2. Procedimiento en adultos 
Para valorar en adultos los efectos a largo plazo de la exposición postnatal y los 
derivados de la re-exposición a CPF, se sacrificaron los ratones a sus 7 meses de edad, 
después de un ayuno de 3 h, previa determinación de la glicemia en un glucómetro 
(Freestyle©, Abbott; Chicago, EE.UU.). Los animales se anestesiaron con isoflurano 
(Vetflurane© 1000 mg/g; Virbac, Esplugues de Llobregat, España) vía inhalatoria. Después 
de comprobar la correcta anestesia valorando el patrón respiratorio enlentecido y 
respiratorio enlentecido y la arreflexia tras la estimulación sensitiva, se efectuó la 
extracción de sangre mediante punción cardiaca. Se obtuvo un volumen de 0,9 a 1 mL 
de sangre completa en tubos con anticoagulante EDTA (K2E tubes, BD Microtainer; BD 
Medical Technology, Franklin Lakes, EE.UU.). La sangre recolectada se centrifugó para 
separar el plasma a 10000 g por 20 min a 4°C. A continuación, se procedió a la disección 
del animal, extrayendo cuidosamente cerebro completo para separar estriado y corteza 
frontal. El proceso de disección se realizó sobre placas Petri rellenas de hielo. Todas las 
muestras extraídas se congelaron inmediatamente en nitrógeno líquido. Posteriormente, 
las muestras obtenidas se guardaron a -80ºC hasta su posterior análisis.  
 
9. Determinaciones bioquímicas 
 
9.1. Determinación de la actividad ChE 
Se analizó la actividad ChE plasmática y cerebral en muestras de crías del DPN 15 y DPN 
30, y adultos de 7 meses de edad.  
 
La actividad ChE durante la etapa del desarrollo se determinó en un total de 64 muestras 
de cerebro y 64 muestras de plasma, disponiendo de una n=4 para cada grupo. En 
adultos, se determinó en un total de 89 muestras de cerebro y 89 muestras de plasma, 
disponiendo de una n=5-6 para cada grupo. 
 
9.1.1. ChE cerebral 
La actividad de ChE en cerebro de las crías, se realizó en el tercio medio del cerebro 
anterior incluido el núcleo estriado, dejando el tercio anterior para el análisis de la 
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expresión génica (ver en detalle en sección 9.2). En adultos, la actividad ChE se 
determinó en estriado y corteza frontal. El cerebelo no se consideró para las 
determinaciones de marcadores colinérgicos, puesto que al ser tan dispersa la inervación 
colinérgica en esta región proporcionaría valores muy bajos, no viéndose reflejadas las 
diferencias en actividad o expresión (Dam et al., 1999). A su vez, si bien CPF inhibe 
ambas ChEs (AChE y BChE), se decidió analizar la actividad cerebral AChE, refiriéndose 
en el texto como ChE cerebral, puesto que BChE representa una pequeña fracción de 
la actividad cerebral total de ChE (Lassiter et al., 1998; Linardaki et al., 2013) y por lo 
tanto su contribución a la actividad total de la enzima en el cerebro es mínima. 
 
El tejido se homogeneizó con Tritón X-100 al 1% en PBS 0,1 M a pH 7,6 en una 
concentración final de homogeneizado al 10% p/v, con la ayuda de un homogeneizador 
de vidrio de borosilicato de 5 mL (Comercial Belles, Tarragona, España) siempre en 
hielo. El homogeneizado se centrifugó a 15000 g durante 10 min a 4ºC y se separó el  
sobrenadante.  
 
La actividad ChE se determinó mediante un ajuste del método espectofotométrico de 
Ellman (Ellman et al., 1961; Peris-Sampedro et al., 2016; Salazar et al., 2011). Este método 
se basa en el uso de la acetiltiocolina (tioanálogo de la acetilcolina) como sustrato de la 
reacción, en la cual el ácido 5,5-ditiobis (2-nitrobenzóico) (DTNB) reacciona con la 
tiocolina oxidando los grupos tioles, formando el conjugado DTNB-tiocolina y al anión 
5-tio-2-nitrobenzoato. Este último, es un cromóforo de color amarillo con un máximo 
de absorbancia de 412 nm. La relación anión, conjugado y tiocolina es 1:1:1, por lo que 
la concentración del anión permite conocer la concentración de tiocolina liberada por 
unidad de tiempo. La reacción se realizó utilizando DTNB (Sigma-Aldrich Química; 
Riedel-de Haën, Alemania) a una concentración final de 1,3 mM en tampón fosfato a pH 
7,3 y acetiltiocolina iodada (Sigma-Aldrich Química, Riedel-de Haën, Alemania) a una 
concentración final de 6 mM en solución de tampón fosfato a pH 7,3, en condiciones 
termostatizadas. La lectura de absorbancia se efectuó a 405 nm, durante 1 min en el 
autoanalizador COBAS MIRA© (Hoffman-La Roche & Co., Basilea, Suiza). Todas las 
reacciones se realizaron por duplicado.  
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La actividad ChE se expresa en U de enzima por miligramo de proteínas (U/mg de 
proteínas), considerando el coeficiente de extinción molar de 1,36 X 104 L/mol x cm-1. 
 
9.1.2. Cuantificación de proteínas 
La concentración de proteínas en los homogeneizados de cerebro se determinó 
mediante el método de Bradford (Bradford, 1976). El fundamento del método consiste 
en la unión del colorante Comassie Blue G-250 (Serva Blue) a las proteínas, formando 
un complejo que presenta absorbancia máxima a 595 nm. En una placa de 96 pozos se 
añadieron las muestras y se elaboró una recta patrón con albúmina de 0,125, 0,25, 0,5, 
0,75, 1, 1,5 a 2 mg/mL, a partir de un kit comercial suministrado por BioRad (Hercules, 
EE.UU.). La reacción se realizó utilizando el reactivo de Bradford BioRad (Hercules, 
EE.UU.) y la lectura de la placa se efectuó a 595 nm en un lector de microplacas 
(PowerWave© X52; Biotek,  Winooski, EE.UU.). Todas las reacciones se realizaron por 
duplicado. Mediante los datos de absorbancia de la recta patrón se extrapoló la cantidad 
de proteínas de cada muestra, expresándose finalmente en mg/mL. 
 
9.1.3. ChE plasmática 
La actividad ChE plasmática se determinó con el método Ellman utilizando un kit 
comercial provisto por QCA (Química Analítica Clínica S.A., QCA, Amposta, España). 
En la reacción se utilizó la butiriltiocolina en su forma de sal yodada a una concentración 
de 6 mM, DTNB a 0,26 mM y un tampón fosfato a 50 mM pH 7,4. La reacción se efectuó 
a una temperatura constante de 37ºC. La lectura se realizó a 405 nm, siguiendo las 
indicaciones del proveedor comercial, en el autoanalizador COBAS MIRA© (Hoffman-La 
Roche & Co., Basilea, Suiza). Todas las reacciones se efectuaron por duplicado. La 
actividad enzimática se expresó en U/L.  
 
9.2. Análisis de expresión génica  
Para evaluar los efectos del genotipo apoE, el sexo y el tratamiento se analizó la 
expresión génica en las crías de DPN 15 y DPN 30, mediante la técnica de 
retrotranscripción y PCR en tiempo real (qPCR). Los genes evaluados están indicados 
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en la Tabla 5 y 6. Para efectos de este texto, se hablará de expresión utilizando la 
nomenclatura de la proteína correspondiente. 
 
Todos los equipos utilizados en este análisis son del Servicio de Recursos Científicos y 
Técnicos (SRCiT) de la Universidad Rovira i Virgili. 
 
 
9.2.1. Extracción del ARN 
La extracción de ARN se realizó en 64 muestras (n=4 por grupo) del tercio anterior del 
cerebro anterior y en 64 muestras (n=4 por grupo) de hígado. Durante todo este 
procedimiento se utilizó la solución RNaseZap® (Thermo Fischer Scientific; Waltham, 
EE.UU) para la limpieza de las superficies e instrumentos, y se trabajó con reactivos, 
tubos y puntas de pipetas libres de ARNasas. El primer paso para este proceso fue la 
homogeneización de las muestras, las cuales se pulverizaron en un mortero de porcelana 
con nitrógeno líquido. Obtenido el polvo, y con la precaución de que se mantuviera 
congelado, se trasladó a un recipiente de plástico donde se le añadió solución 
Tabla 5.  Listado de genes evaluados en hígado con secuencia de primer utilizado 
Nombre 
del gen 
Proteína (abreviatura) Referencia Forward Primer Reverse Primer 
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Pon1 Paraoxonasa-1  
(PON1) 



















Pon3 Paraoxonasa 3  
(PON3) 
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desnaturalizadora al 10% p/v para su homogeneización. El lisado se centrifugó a 4500 g 
durante 3 min a 4ºC, y se separó el sobrenadante. La segunda etapa consistió en la 
extracción con solventes orgánicos. Al sobrenadante se le añadió igual volumen de 
fenol:cloroformo:alcohol isoamílico, se mezcló en vórtex durante 1 min, se conservó 5 
min en hielo y, después, se centrifugó durante 5 min a 12000 g y a 4ºC, recuperándose 
la fase acuosa. Se le agregó igual volumen de partida de ácido fenólico:cloroformo, se 
mezcló en vórtex por 1 min y se repitió el proceso anterior de conservación y 
centrifugación. A este último preparado, se le añadió su mismo volumen en isopropanol, 
se mezcló y se conservó un mínimo de 30 min a -20ºC. Finalmente, se centrifugó durante 
15 min a 12000 g, se retiró el sobrenadante por decantación y, cuidadosamente, se 
continuó el proceso con el pellet formado. Las sales residuales del proceso de extracción 
se lavaron con etanol 70%. El ARN se recuperó por centrifugación a 10 min a 3000 g a 
4ºC y eliminando el etanol del sobrenadante. El ARN se resuspendió con 100 µL con 
agua DEPC y se agitó en vórtex hasta completa disolución. Las muestras obtenidas se 
conservaron a -80ºC hasta posterior manipulación. A continuación, se procedió a 
eliminar el ADN residual mediante el kit DNA-free (AM 1906; Invitrogen, Carlsbad, 
EE.UU.). Para esto se añadió enzima ADNasa y tampón presente en el kit a las muestras 
de ARN, mezclándolo cuidadosamente e incubando a 37°C durante 30 min. Después, se 
agregó el reactivo de inactivación de ADNasa, incubándose 2 min a temperatura 
ambiente, mezclando ocasionalmente. Finalmente, se centrifugó a 10000 g durante 1,5 
min y se recogió el sobrenadante, el cual contiene el ARN. 
 
9.2.2. Evaluación de la cantidad y calidad del ARN  
La concentración de ARN se determinó midiendo la absorbancia a 260 nm (A260) y la 
pureza con los ratios de absorbancia 260/280 y 260/230, usando el equipo NanoDrop 
2000 Thermo Scientific (Thermo Fischer Scientific; Waltham, EE.UU).  
 
Por otra parte, también se evaluó la calidad del ARN mediante una electroforesis 
microfluída con el kit Agilent RNA 6000 Nano kit y el equipo Bioanalyzer Agilent (Agilent 
Technologies, Santa Clara, EE.UU.) según protocolo del fabricante. El Número de 
Integridad de ARN (RIN) se calculó en las 128 muestras, entrando todas en el rango de 
valor de RIN correcto a excelente (RIN>6 a RIN>8,5). 
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9.2.3. Retrotranscripción de ARN a ADNc 
La retrotranscripción se llevó a cabo con 13 µl del producto de ARN libre de ADN y 
con los componentes del kit High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit with RNase 
Inhibitor Isolation (Thermo Fischer Scientific, Waltham, EE.UU.) siguiendo las 
instrucciones del fabricante a un volumen final de 20 µl. 
 
Tabla 6.  Listado de genes evaluados en cerebro con secuencia de primer utilizado 
Nombre 
del gen 













































Chrm3 Receptor muscarínico 









Chrm4 Receptor muscarínico 









Chrm5 Receptor muscarínico 
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9.2.4. Secuencia y concentración de primers 
La secuencia de los primers se revisó con las herramientas Primer3 (Koressaar and 
Remm, 2007; Untergasser et al., 2012) y Primer-Blast (Ye et al., 2012), comprobando su 
especificidad, la temperatura de fusión adecuada para las condiciones de PCR, y la no 
formación dímeros de primer. 
 
Se valoró la concentración idónea de cada pareja de primers para la PCR cuantitativa. En 
hígado: 200nM en PON1, PON2, PON3, BChE, GAPDH y 400nM en apoE-H.En 




El ADNc se diluyó a un volumen final de 200 µL con agua libre de nucleasas (Ambion; 
Thermo Fischer Scientific, Waltham, EE.UU.). Cada reacción de PCR cuantitativa 
contenía 2 µL de este ADNc diluido, 5 µL de Power SYBR Green PCR Master Mix 
(Thermo Fischer Scientific, Waltham, EE.UU.), el volumen necesario de cada primer y 
agua hasta completar un volumen final de 10 µL. En todas las muestras, se evaluó la 
expresión del gen diana y del gen de referencia (GAPDH) por triplicado. Las muestras 
se repartieron en placas de 384 pozos para el desarrollo de la reacción de la PCR 
cuantitativa en el equipo 7900HT Fast Real-Time PCR (Applied Biosystems®; Thermo 
Fischer Scientific, Waltham, EE.UU.). Se repitió una misma muestra por algunos genes 
en cada placa para evaluar la variación entre ensayos.  
 
Para la obtención de los valores de expresión relativa se empleó el valor de ciclo de 
PCR umbral (Ct) de cada pozo. Entre triplicados, se descartaron los que superaron una 
desviación estándar de 0,5 unidades de Ct, y con los valores restantes de Ct se calculó 
la media por gen y muestra. Los resultados se trataron con el programa computacional 
Expression Suite v1.0 de Life Technologies (Thermo Fischer Scientific, Waltham, 
EE.UU.). Los resultados se expresaron en delta Ct (∆Ct), que es el resultado de restar 
la Ct media de un gen diana de una muestra menos la Ct media del gen de referencia de 
la misma muestra. Para efectos estadísticos se calculó la 2-∆Ct para cada muestra. 
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10. Análisis estadístico 
 
Los datos se analizaron mediante el paquete estadístico SPSS v.22. Para el análisis del 
periodo postnatal se empleó como unidad de estudio la camada, y el sexo se consideró 
un factor intra-camada para los parámetros de monitoreo, exceptuando la maduración 
sexual y las determinaciones bioquímicas y moleculares, en las cuales se evaluaron los 
dos sexos de manera independiente. Para todos los casos, el genotipo y el tratamiento 
postnatal se analizaron como factores inter-sujetos. En la segunda fase experimental se 
consideró como unidad de estudio cada animal, evaluando el sexo, el genotipo, el 
tratamiento postnatal y el tratamiento adulto como factores inter-sujetos. En 
determinados casos, se aplicó el análisis de la varianza (ANOVA) para medidas repetidas, 
utilizando el periodo de tiempo específico de cada parámetro como factor de repetición. 
Los análisis de la homogeneidad de la varianza se ejecutaron mediante una prueba de 
Levene, en caso de varianzas no homogéneas se aplicaron pruebas no paramétricas. 
También, se utilizó el análisis multivariado de la varianza (MANOVA) para estudiar 
variables relacionadas; el ANOVA de uno o más factores inter-sujetos; el t-test para una 
muestra y el t-test para medidas relacionadas en casos específicos. Tras los ANOVA las 
diferencias entre grupos se analizaron mediante el análisis post-hoc Tukey para corregir 
las múltiples comparaciones. El cálculo de la eta al cuadrado (ƞ2) se realizó en base a la 
suma de cuadrados tipo III dividido por la suma de cuadrados tipo III del total corregido 
de cada factor facilitado por el ANOVA de dos o más factores. Este valor se agregó en 
la sintaxis de cada efecto inter-sujeto de este análisis. Además, se expresó en el texto 
como un porcentaje de la varianza observada. La significación estadística fue definida 
para un valor de p<0,05 y todos los valores se expresaron como la media ± E.E. 
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1. Resultados  
 
La primera fase experimental abarcó la valoración de los efectos de la exposición a CPF 
1 mg/kg/día desde el DPN 10-15 en ratones transgénicos apoE3 y apoE4 en diferentes 
parámetros de desarrollo físico, neuromotor y bioquímico. La unidad de estudio fue la 
camada, y el sexo se consideró un factor intra-camada para los parámetros de 
monitoreo, exceptuando el caso de la maduración sexual. Asimismo, los parámetros 
bioquímicos se evaluaron de forma independiente en los 2 sexos (Figura 10). Los 
animales estudiados se distribuyeron en: grupo control (control) y grupo expuesto a 1 
mg/kg/día de CPF durante el periodo postnatal (CPF1). 
 
Los resultados de esta fase se presentarán en el siguiente orden:  
Efectos del genotipo sobre factores post-parto: tamaño de la camada, proporción 
de machos, índice de viabilidad, índice de lactancia.  
Evaluación de parámetros físicos: peso corporal, apertura de ojos, desarrollo 
sexual.  
Evaluación neuromotora: fuerza de agarre, adherencia sobre un plano inclinado, 
habilidad de trepar.  
Análisis de expresión génica: marcadores hepáticos y cerebrales. 
Actividad ChE: plasmática y cerebral.  






Figura 10. Esquema de la fase experimental I dentro de la línea de tiempo de la investigación. 
 
Efectos del genotipo sobre factores post-parto 
Los efectos del genotipo sobre factores post-parto se estudiaron en 36 camadas, 17 
apoE3 (controles=9; tratadas=8) y 19 apoE4 (controles=10; tratadas=9). En éstas se 
observó el tamaño de camada, la proporción de machos, el índice de viabilidad y el índice 
1º mes 5º mes 
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de lactancia (Tabla 7). Mediante un ANOVA, se observó un efecto general del genotipo 
sobre el tamaño de camada [F(1,35)=5,224 p=0,025], mostrando que nacieron más 
individuos por camada del genotipo apoE3 que del genotipo apoE4. No se observaron 
diferencias en los otros parámetros descritos.  
 
Tabla 7. Características post-parto de las camadas monitorizadas 
 apoE3 apoE4 
Tamaño de camada 8,71 ± 0,40* 7,58 ± 0,30* 
Proporción de machos 0,52 ± 0,05 0,49 ± 0,05 
Índice de viabilidad 0,89 ± 0,04 0,90 ± 0,03 
Índice de lactancia 0,96 ± 0,03 1,00 ± 0,00 
Diferencia entre genotipos está representada con un asterisco a p<0,05. 
 
Evaluación de parámetros físicos 
A partir del DPN 4 hasta el DPN 33 de vida, se evaluó el peso corporal, la apertura de 
ojos y el desarrollo sexual de cada camada. 
 
Peso corporal 
Se observó el peso corporal de los individuos, desde el DPN 4-28 (Figura 11). A través 
de un ANOVA de dos factores (genotipo y tratamiento postnatal) para medidas 
repetidas, utilizando la edad como factor de repetición y el sexo como factor intra-
camada, se observó un efecto significativo de la edad [F(8,25)=151,565, p<0,008], 
indicando el aumento de peso en todos los sujetos, a lo largo del tiempo. También, el 
análisis mostró una interacción entre el sexo y genotipo [F(1,32)=7,508, p=0,008], 
revelando que ambos sexos presentaron diferencias en su crecimiento en función del 
genotipo. Por este motivo, se estudió cada edad en función del sexo y genotipo, 
observándose diferencias sólo en el DPN 4 [F(1,71)=3,302, p=0,025]. El análisis post-hoc 
mostró que los machos apoE4 son más grandes que los apoE3 a esa edad. No se 
encontraron diferencias en las demás edades, ni entre hembras. Por otro lado, la Figura 
12 muestra el incremento de peso corporal en tres periodos: DPN 4-10, DPN 10-15 y 
DPN 16-28, con el objetivo de detectar diferencias en el crecimiento en las etapas pre-
tratamiento, tratamiento y post-tratamiento, respectivamente. Mediante un ANOVA de 
dos factores (genotipo y tratamiento postnatal), se observó un efecto general del 
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genotipo en las hembras [F(1,35)=4,898, p=0,034, ƞ2=0,127] (Figura 12B) durante el 
periodo de pre-tratamiento (DPN 4-10), señalando que las hembras apoE4 tienen un 
crecimiento menor que las hembras apoE3 sólo en ese periodo. No se encontraron 












Figura 11. Peso corporal de las camadas, registrado desde el DPN 4-28, en machos y hembras. Los diferentes 
colores en el fondo del gráfico representan los periodos pre-tratamiento (pre-T), tratamiento (T) y post-






Figura 12. Incremento de peso corporal de las camadas en los periodos DPN 4-10 (pre-tratamiento: pre-T), 
DPN 10-15 (tratamiento: T) y DPN 16-28 (post-tratamiento: post-T), en machos (A) y en hembras (B). 
Diferencia en el periodo del DPN 4-10, entre las hembras apoE3 y apoE4 está representada con un asterisco 
a p<0,05. 
 
Apertura de ojos 
La apertura de ojos se evaluó entre el DPN 12-16 (Figura 13). Mediante un ANOVA de 
dos factores (genotipo y tratamiento postnatal) para medidas repetidas, utilizando la 
edad como factor de repetición y el sexo como factor intra-camada, se observó un 
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Capítulo IV. Fase Experimental I: Efectos en el periodo postnatal 
efecto significativo de la edad [F(3,30)=947,685, p<0,001], indicando que los individuos 
abren los ojos, a lo largo del periodo. Además, hubo una interacción entre la edad y 
genotipo [F(5,35)= 30,331, p<0,001], señalando que las crías del genotipo apoE4 abren 
los ojos antes que las crías apoE3, y una interacción entre la edad, genotipo y tratamiento 
postnatal [F(3,30)=4,557, p=0,010], indicando que CPF enlentece este proceso de forma 
distinta, según el genotipo (Figura 13A). Asimismo, se observó un efecto general del 
genotipo [F(1,35)=77,379, p<0,001, ƞ2=0,669] y del tratamiento postnatal 
[F(1,35)=6,347, p=0,017, ƞ2=0,054]. La Figura 13B muestra que en general los individuos 
del genotipo apoE3 demoraron más en abrir sus ojos. En tanto, el tratamiento en general 
también produce que se enlentezca este proceso (Figura 13C). Entre ambos factores, el 
genotipo explica el 67% del efecto observado, mientras que el tratamiento un 5,4%. No 
























Figura 13. Apertura de ojos entre el DPN 12-16 de vida. Porcentaje de individuos por camada que abren sus 
ojos (A), efecto general del genotipo (B) y efecto general del tratamiento sobre el día de apertura de ojos (C). 
Diferencias entre genotipos y tratamientos están representadas con un asterisco a p<0,05. 
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Capítulo IV. Fase Experimental I: Efectos en el periodo postnatal 
Desarrollo sexual 
El desarrollo sexual se evaluó mediante el descenso de los testículos en machos y la 
apertura vaginal en hembras durante el periodo DPN 28-33 (Figura 14). En los machos, 
un ANOVA de dos factores (genotipo y tratamiento postnatal) mostró un efecto no 
significativo del tratamiento postnatal [F(1,35)=3,312, p=0,078, ƞ2=0,086], que indica un 
ligero enlentecimiento en el descenso testicular provocado por CPF (Figura 14A). No 
se encontraron efectos asociados al genotipo. En las hembras no se observaron 





















La fuerza de agarre, la adherencia sobre un plano inclinado y la habilidad de trepar se 
evaluaron el DPN 16, 24 h después de la última dosis de CPF (Figura 15). Mediante un 
MANOVA de estas tres habilidades, se observó un efecto del tratamiento postnatal  
[F(3,62)=7,305, p<0,001].  El efecto del tratamiento postnatal fue significativo en cada 
una de estas variables: la fuerza de agarre [F(1,71)=19,133, p<0,001, ƞ2=0,212] (Figura 
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Capítulo IV. Fase Experimental I: Efectos en el periodo postnatal 
15A); la adherencia sobre un plano inclinado [F(1,71)=8,203, p=0,006, ƞ2=0,096] (Figura 
15B); y la habilidad de trepar [F(1,71)=11,704, p=0,001, ƞ2=0,143] (Figura 15C), 
mostrando que CPF empeoró el rendimiento de los animales en todas las pruebas, 
siendo responsable de entre un 10% y 21% de la varianza observada. No se observaron 















Figura 15. Evaluación neuromotora de las camadas en el DPN 16: la fuerza de agarre (A), la adherencia sobre 
un plano inclinado (B) y la habilidad de trepar (C). Las líneas discontinuas indican la puntuación que se le otorgó 
a cada prueba. Diferencias entre tratamientos están representadas con un asterisco a p<0,05. 
 
Análisis de expresión génica 
Se determinó la expresión de la apoE humana, BChE, PON1, PON2 y PON3, en hígado, 
a las 4 h de la última dosis de CPF (DPN 15) y 15 días después de ésta (DPN 30). 
Además, se evaluó para el mismo periodo, la expresión de ChAT, VAChT, de 5 mAChRs 
(M1, M2, M3, M4 y M5) y las isoformas AChE-S y AChE-R, en cerebro.  
 
Expresión en hígado 
Mediante un MANOVA se observó que la expresión de la apoE humana, BChE, PON1, 
PON2 y PON3 se modificaba con la edad [F(5,41)=65,058, p<0,001] y el genotipo 
[F(5,41)=5,000, p=0,001].  
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Capítulo IV. Fase Experimental I: Efectos en el periodo postnatal 
Concretamente, la expresión de la apoE humana fue mayor el DPN 15 [F(1,60)=263,315, 
p<0,001, ƞ2=0,826] (Tabla 8). El factor edad explicaría el 83% de la varianza observada. 
No se observaron efectos del genotipo ni interacciones entre los otros factores 
analizados (Figura 16). 
 
Por otra parte, la expresión de BChE fue distinta en función de la edad [F(1,60)=36,263, 
p<0,001, ƞ2=0,334], el sexo [F(1,60)=9,922, p=0,003, ƞ2=0,091] y el genotipo 
[F(1,60)=10,798, p=0,002, ƞ2=0,099], siendo expresada mayormente en el DPN 15, por 
las hembras y por los individuos apoE3 (Tabla 8). El factor más relevante en la expresión 
de BChE es la edad (33%), mientras que el sexo y el genotipo contribuyen en un 9-10% 
en las diferencias observadas. No se encontraron interacciones entre los factores 
analizados (Figura 17). 
 
La expresión de PON1 fue distinta en función de la edad [F(1,60)=37,772, p<0,001, 
ƞ2=0,338] y el genotipo [F(1,60)=15,588, p<0,001, ƞ2=0,139]. La Tabla 8 muestra que la 
expresión fue mayor el DPN 15 para los individuos del genotipo apoE3. También se 
observó una interacción significativa entre la edad y el genotipo [F(1,60)=4,683, p=0,036, 
ƞ2=0,104]. La edad y el genotipo representan el 34% y 14% respectivamente del efecto 
observado. Asimismo, la interacción entre ambos contribuye en un 10,4% de la varianza 
observada. A continuación, se realizó un ANOVA en función de la edad, revelándose 
diferencias entre los genotipos sólo el DPN 15 [F(1,30)=15,443, p<0,001], indicando que 
la mayor expresión de PON1 en los sujetos apoE3 es más evidente en el DPN 15 (Figura 
18A).  
 
Por otro lado, las diferencias observadas en la expresión de PON2 se debieron a la edad 
[(1,60)=20,072, p<0,001, ƞ2=0,243]. La Tabla 8 muestra que este gen se expresó más en 
el DPN 15 que el DPN 30. El análisis también mostró tendencias a la interacción entre 
la edad y el sexo [(1,61)=3,766, p=0,059, ƞ2=0,083] y a la interacción entre la edad, el 
genotipo y el tratamiento postnatal no llegan a ser significativa [(1,61)=3,795, p=0,058, 
ƞ2=0,046], la Figura 18B muestra que los machos apoE3-control expresan menos PON2 
que el resto de grupos mientras que los machos apoE3-CPF1 muestran mayor expresión 
el DPN 15, igualándose todos los grupos al DPN 30.  
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Capítulo IV. Fase Experimental I: Efectos en el periodo postnatal 
Por último, la expresión de PON3 varió en función de la edad [(1,60)=11,009, p=0,002, 
ƞ2=0,160]. Al igual que en los otros genes, PON3 se expresó más el DPN 15 (Tabla 8). 
También se observó una interacción de la edad, el genotipo y el tratamiento postnatal 
[F(1,63)=6,027, p=0,018, ƞ2=0,087] que explica el 8,7% de la varianza observada. Un 
análisis más detallado mediante un ANOVA para cada edad, en función del genotipo y 
del tratamiento, no mostró diferencias significativas entre grupos. La Figura 18C muestra 
que esta interacción podría ser debida a que machos y hembras apoE3-CPF1 presentan 
una mayor expresión de PON3 que el resto de grupos el DPN 15.   
 
En definitiva, los resultados de la expresión génica en hígado muestran que la expresión 
de los genes evaluados es mayor el DPN 15. Además, las hembras y el genotipo apoE3 
expresan más BChE. Por otro lado PON1 responde a un patrón de maduración distinto 
entre genotipos, ya que sólo apoE3 presenta una mayor expresión el DPN 15. En tanto 
el efecto de CPF parece ser más evidente en la expresión de PON2 y PON3, pero sólo 











Figura 16. Expresión relativa (2-ΔCt) de la apoE humana (apoE-H) en hígado, al DPN 15 y DPN 30, en machos 
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Capítulo IV. Fase Experimental I: Efectos en el periodo postnatal 
 genotipo  tratamiento 
 apoE3 apoE4  control CPF1 
apoE-H 7,82±0,30 7,07±0,29  7,26±0,30 7,63±0,29 
BChE 0,34±0,01
&
 0,28±0,01&  0,32±0,01 0,30±0,01 
PON1 1,22±0,06
&
 0,88±0,06&  1,09±0,06 1,02±0,06 
PON2 0,28±0,28 0,22±0,02  0,27±0,02 0,29±0,02 
PON3 0,28±0,01 0,28±0,01  0,16±0,01 0,17±0,01 
 
Genes evaluados: Apolipoproteína E humana (apoE-H), butirilcolinesterasa (BChE), paraoxonasa-1 (PON1), 
paraoxonasa-2 (PON2), paraoxonasa-3 (PON3). 
La unidad utilizada es la expresión relativa de cada gen (2-ΔCt).  
Diferencias entre el DPN 15 y DPN 30 están representadas con un asterisco, entre ambos sexos con el 

















Figura 17. Expresión relativa (2-ΔCt) de la butirilcolinesterasa (BChE) en hígado, al DPN 15 y DPN 30, en 
machos y hembras de ambos genotipos, controles y tratados.  
 
 
Tabla 8. Valores de expresión relativa (2-ΔCt) de diferentes genes en hígado, presentados 
por edad, sexo, genotipo y tratamiento postnatal 
 edad  sexo 
 15 DPN 30 DPN  ♂ ♀ 
apoE-H  10,86±0,30* 4,03±0,29*  7,20±0,29 7,68±0,30 
BChE  0,36±0,01* 0,26±0,01*  0,29±0,01# 0,34±0,01# 
PON1  1,32±0,06* 0,79±0,06*  1,04±0,06 1,06±0,06 
PON2  0,33±0,02* 0,22±0,02*  0,27±0,02 0,29±0,02 
PON3  0,19±0,01* 0,14±0,01*  0,16±0,01 0,17±0,01 
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Figura 18. Expresión relativa (2-ΔCt) de la paraoxonasa-1 (PON1) (A), paraoxonasa-2 (PON2) (B), 
paraoxonasa-3 (PON3) (C) en hígado, al DPN 15 y DPN 30, en machos y hembras de ambos genotipos, 
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Capítulo IV. Fase Experimental I: Efectos en el periodo postnatal 
Expresión en cerebro 
Un MANOVA, para valorar los efectos generales en sistema colinérgico de la expresión 
de ChAT, VAChT, los receptores muscarínicos M1, M2, M3, M4 y M5 y las isoformas 
AChE-S y AChE-R de la AChE, reveló cambios en función de la edad [F(9,37)=32,974, 
p<0,001], el genotipo [F(9,37)=2,229, p=0,042] y una interacción entre el  genotipo y el 
tratamiento postnatal [F(9,37)=2,567, p=0,021]. 
 
La expresión de ChAT sólo se modificó por la edad [F(1,60)=80,511, p<0,001, ƞ2=0,554]. 
Como se observa en Tabla 9, el DPN 30 fue el día de mayor expresión de este gen. El 
análisis también mostró una tendencia no significativa del genotipo [F(1,60)=3,997, 
p=0,052, ƞ2=0,027], los individuos apoE4 tendieron a expresar en mayor medida la 
ChAT comparada con la expresión presentada por apoE3 (Figura 19A).  
 
Por otra parte, la expresión de VAChT varió en función de la edad [F(1,60)=24,476, 
p<0,001, ƞ2=0,233]. También se observó una interacción entre el genotipo y el 
tratamiento postnatal [F(1,60)=13,585, p= 0,001, ƞ2=0,129]. En la Tabla 9 se puede 
observar que este gen se expresó en mayor medida el DPN 15. A partir de estos datos, 
mediante un ANOVA se analizaron las diferencias entre tratamientos en función de la 
edad y el genotipo. Este análisis mostró diferencia entre grupos el DPN 15 
[F(1,14)=5,396, p=0,037] y el DPN 30 [F(1,15)=7,252, p=0,017]. La Figura 19B ilustra 
que en los sujetos apoE3-CPF1 disminuyó la expresión de VAChT con respecto a apoE3-
control, tanto el DPN15, 4 h después de la última dosis de CPF, como al DPN 30, 15 
días después del tratamiento.  
 
En cuanto a los receptores muscarínicos solo M2, M3 y M5 (Figura 20) mostraron algún 
cambio, mientras que la expresión de M1 y M4 no varió en función de los factores 
evaluados (Figura 21A-21B). 
 
Particularmente, la expresión de M2 se modificó en función de la edad [F(1,60)=11,372, 
p=0,002, ƞ2=0,150]. En la Tabla 9 se puede observar que M2 se expresó más el DPN 30. 
También se observó una interacción entre la edad, el sexo y el tratamiento postnatal 
[F(1,60)=4,510, p=0,039, ƞ2=0,059], explicando un 6% de la varianza observada. A partir 
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de estos datos, se realizó un ANOVA para cada edad en función del sexo y el 
tratamiento, no observándose diferencias entre grupos. La Figura 20A muestra que la 
interacción encontrada se debe a que en el DPN 15 la expresión de M2 es similar en los 
grupos, sin embargo en el DPN 30 los machos y hembras controles expresan de manera 
diferente M2, mientras que ambos sexos tratados expresan el gen a un nivel semejante. 
 
La expresión de M3 sólo varió en función de la edad [F(1,60)=9,710, p=0,003, ƞ2=0,145] 
(Figura 20B). La Tabla 9 muestra que se alcanzó una expresión más elevada el DPN 30.  
 
En cambio, las diferencias observadas en la expresión de M5 se dieron por las 
interacciones entre la edad y el genotipo [F(1,60)=6,774, p=0,012, ƞ2=0,102], el sexo y 
el tratamiento postnatal [F(1,60)=4,351, p=0,043, ƞ2=0,066], la edad, el sexo y el 
genotipo [F(1,60)=4,690, p=0,036, ƞ2=0,071] y por la interacción de todos los factores 
analizados: edad, sexo, genotipo y tratamiento postnatal [F(1,60)=4,199, p=0,046, 
ƞ2=0,063]. Cada una de estas interacciones contribuyen respectivamente un 10,2%, 7%, 
7,1% y un 6,3% varianza observada. Para distinguir las diferencias entre grupos se realizó 
un ANOVA (genotipo x tratamiento postnatal) en función del día y el sexo. Así, se 
observó una tendencia no significativa entre los grupos de hembras en el DPN 15 
[F(3,13)=3,341, p=0,064]. Como se puede observar en la Figura 20C, esta tendencia 
puede ser debida a la mayor expresión presentada por las hembras apoE3-CPF1. 
Asimismo, este grupo de hembras disminuyó la expresión de M5 en el DPN 30, 
igualándola con el resto de grupos.  
 
Con respecto a la expresión de las isoformas de la AChE, la AChE-S se afectó por la 
edad [F(1,60)=76,775, p<0,001, ƞ2=0,525] y el genotipo [F(1,60)=5,135, p=0,028, 
ƞ2=0,035]. La Tabla 9 revela que la mayor expresión se presentó el DPN 15 y en los 
individuos apoE3. No se observaron interacciones entre los factores estudiados (Figura 
21C). Por otro lado, la isoforma AChE-R se modificó sólo por el genotipo F(1,60)=6,884, 
p=0,012, ƞ2=0,117], donde los individuos apoE4 presentaron una mayor expresión en 
comparación a los apoE3 (Tabla 9). No se observaron interacciones entre los factores 
estudiados (Figura 22). 
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Capítulo IV. Fase Experimental I: Efectos en el periodo postnatal 
En resumen, se observó que la edad es un factor importante en la expresión de los genes 
estudiados, indicando el proceso de maduración para cada uno: el VAChT y AChE-S 
presentó la mayor expresión el DPN 15, en cambio la expresión de ChAT, M2 y M3 fue 
mayor el DPN 30. Las isoformas de AChE, responden a una expresión diferente entre 
genotipos, presentando mayor expresión de AChE-S en apoE3 y AChE-R en apoE4. En 
tanto, CPF provocó una disminución de la expresión de VAChT en los apoE3, 
observándose el DPN 15 y 15 días después del tratamiento. También, se reveló que el 
efecto de CPF sobre M2 difiere entre machos y hembras y tiende a igualar la expresión 
entre ambos, provocando un incremento de la expresión en hembras y una disminución 






















Figura 19. Expresión relativa (2-ΔCt) de la colinacetiltransferasa (ChAT), de todos los grupos y edades 
estudiadas, (A) y del transportador vesicular de acetilcolina (VAChT) sólo entre tratamientos y genotipos el 
DPN 15 y DPN 30, (B), en cerebro. Diferencias en el DPN 15 y DPN 30 entre apoE3 control y tratado, están 
representadas con un asterisco a p<0,05. 
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Tabla 9.   Valores de expresión relativa (2-ΔCt) de diferentes genes en cerebro, presentados 
por edad, sexo, genotipo y tratamiento 
 edad  sexo 
 15 DPN 30 DPN  ♂ ♀ 
ChAT 3,6·10-3±2·10-4* 5,9·10-3±2·10-4*  4,8·10-3±2·10-4 5,0·10
-3±2·10-4 
VAChT 4,8·10-3±2·10-4* 3,8·10-3±1·10-4*  4,4·10-3±2·10-4 4,2·10
-3±1·10-4 
M1 5,2·10-2±4·10-3 6,0·10
-2±4·10-3  5,3·10-2±4·10-3 5,9·10
-2±4·10-3 
M2 7,3·10-3± 4·10-4* 9,1·10-3±4·10-4*  8,1·10-3±4·10-4 8,3·10
-3±4·10-4 
M3 2,7·10-2±1·10-3* 3,3·10-2±1·10-3*  3,0·10-2±1·10-3 3,1·10
-2±1·10-3 
M4 1,4·10-2±1·10-3 1,6·10
-2±1·10-3  1,4·10-2±1·10-3 1,5·10
-2±1·10-3 
M5 1,2·10-3±9·10-5 1,1·10
-3±9·10-5  1,2·10-3±9·10-5 1,1·10
-3±9·10-5 
AChE-S 8,2·10-2±3·10-3* 5,1·10-2±2·10-3*  6,7·10-2±3·10-3 6,7·10-2±2·10-3 
AChE-R 6,0·10-5±8·10-6 5,0·10-6±7·10-6  6,0·10-5±8·10-6 5,0·10-2±7·10-6 
 genotipo  tratamiento 




t   5,0·10-3±2·10-4 4,5·10
-3±2·10-4 
VAChT 4,3·10-3±2·10-4 4,3·10
-3±1·10-4  4,5·10-3±2·10-4 4,1·10
-3±1·10-4 
M1 5,2·10-2±4·10-3 6,0·10
-2±4·10-3  5,7·10-2±4·10-3 5,5·10
-2±4·10-3 
M2 8,3·10-3±4·10-4 8,1·10
-3 ±4·10-4  8,3·10-3±4·10-4 8,1·10
-3±4·10-4 
M3 2,9·10-2±1·10-3 3,2·10
-2±1·10-3  3,2·10-2±1·10-3 2,9·10
-2±1·10-3 
M4 1,3·10-2±1·10-3 1,6·10
-2±1·10-3  1,6·10-2±1·10-3 1,4·10
-2±1·10-3 
M5 1,2·10-3±9·10-5 1,1·10











  5,0·10-5±8,0·10-6 6,0·10-5±7·10-6 
Genes evaluados: Colinacetiltransferasa (ChAT), transportador vesicular de acetilcolina (VAChT), receptores 
muscarínicos (M1, M2, M3, M4 y M5) y las isoformas S y R de la acetilcolinesterasa (AChE-S) y (AChE-R). 
La unidad utilizada es la expresión relativa de cada gen (2-ΔCt).  
Diferencias entre el DPN 15 y DPN 30 están representadas con un asterisco y entre genotipos con el símbolo &, 
a p<0,05. La t indica (p=0,052) entre ambos genotipos. 
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Figura 20. Expresión relativa (2-ΔCt) del receptor muscarínico M2 (A), entre tratamientos y sexos el DPN 15 
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Figura 21. Expresión relativa (2-ΔCt) del receptor muscarínico M1 (A), M4 (B) y la isoforma S de la 
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Figura 22. Expresión relativa (2-ΔCt) de la isoforma R de la acetilcolinesterasa (AChE-R), en cerebro el DPN 
15 y DPN 30 en todos los sujetos,  
 
Actividad ChE 
La actividad ChE se determinó en plasma y en cerebro 4 h después de la última dosis de 
CPF (DPN 15) y 15 días después de ésta (DPN 30). Ambas variables se analizaron a 
través de un MANOVA, el cual mostró un efecto de la edad [F(2,47)=269,648, p<0,001], 
del genotipo [F(2,47)=3,473, p=0,039], del tratamiento postnatal [F(2,47)=57,636, 
p<0,001], una interacción entre la edad y el genotipo [F(2,47)=5,538, p=0,007], y una 
interacción entre la edad y el tratamiento postnatal [F(2,47)= 28,165, p<0,001]. No se 
observaron efectos del sexo.  
 
Concretamente, la actividad ChE en plasma se modificó por la edad [F(1,63)=485,684, 
p<0,001, ƞ2=0,673], el tratamiento postnatal [F(1,63)=114,534, p<0,001, ƞ2=0,159], por 
interacciones entre la edad y el tratamiento postnatal [F(1,63)=57,355, p<0,001, 
ƞ2=0,080], y entre la edad y el genotipo [F(1,63)= 7,418, p=0,009, ƞ2=0,010]. Estos datos 
indican que los niveles de ChE aumentan a lo largo del periodo postnatal y disminuyen 
por el efecto inhibidor de CPF sobre la enzima. Mediante un ANOVA dentro de cada 
edad y genotipo, se observaron diferencias en el DPN 15 dentro del genotipo apoE3 
[F(1,15)=43,867, p<0,001], y apoE4 [F(1,15)=95,572, p<0,001], y en el DPN 30 sólo en 
el genotipo apoE3 [F(1,15)=7,873, p=0,014], lo que revela que CPF ejerce una acción 
aguda sobre la enzima ChE plasmática en todos los sujetos y que, 15 días después de la 
última dosis, este efecto perdura sólo en los sujetos apoE3 (Figura 23).  
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Figura 23. Actividad de la enzima colinesterasa (ChE) plasmática al DPN 15 y DPN 30, en ambos genotipos, 
controles y tratados. Diferencias entre el DPN 15 y DPN 30, están representados con un símbolo #, entre 
controles y tratados con un asterisco a p<0,05. 
 
La actividad ChE en cerebro (Figura 24) varió en función de la edad [F(1,63)=33,567, 
p<0,001, ƞ2=0,326] (Figura 24A) y el genotipo [F(1,63)=6,506, p=0,014, ƞ2=0,063] 
(Figura 24B). Con la edad la actividad ChE cerebral aumenta.  Por otro lado, el genotipo 
apoE4 presentó una actividad más alta que el apoE3. Asimismo, el factor edad es 
responsable del 33% del efecto observado y el factor genotipo de un 6%, puesto que la 
diferencia de genotipos es más evidente en el DPN 15. En este parámetro no se 
observaron efectos del tratamiento ni interacciones entre los factores estudiados.  
 
En resumen, se observó que entre el DPN 15 y DPN 30 la actividad ChE en plasma y 
cerebro aumenta. Sin embargo, el efecto del tratamiento es evidente sólo a nivel 
sistémico. El genotipo influye en la actividad de esta enzima, apoE4 presenta una mayor 
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Figura 24. Actividad de la enzima colinesterasa (ChE) cerebral (A) al DPN 15 y DPN 30, en ambos genotipos, 
controles y tratados, y efecto general del genotipo (B). Diferencias entre el DPN 15 y DPN 30, están 
representados con un símbolo # y entre genotipos con un & a p<0,05. 
 
Peso corporal del primer a quinto mes 
Desde el primer mes (DPN 30) hasta el quinto mes se evaluó el peso corporal medio 
por camada, cada 30 días (Figura 25-26). A través de un ANOVA de dos factores 
(genotipo y tratamiento postnatal) para medidas repetidas, utilizando la edad como 
factor de repetición y el sexo como factor intra-camada, permitió detectar diferencias 
entre grupos. En este análisis, se observó un efecto general de la edad [F(4,21)=458,230, 
p<0,001], mostrando que todos los sujetos aumentaron de peso, durante estos 5 meses 
de vida (Figura 25A); del sexo [(1,24)=530,318, p<0,001], mostrando que los machos 
pesaban más que las hembras (Figura 25A); y del tratamiento postnatal [F(1,24)=6,813, 
p=0,015], indicando que los individuos tratados presentaron un peso superior que los 
controles (Figura 25B). Además, se observaron las interacciones entre la edad y el sexo 
[F(4,21)=85,168, p<0,001], la edad y el genotipo [F(4,21)=4,865, p=0,006], y una 
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interacción entre el sexo y el genotipo [F(1,24)=7,824, p=0,010], indicando que las 
hembras apoE3 son más grandes que las apoE4 (Figura 26B). También se observó una 
interacción entre la edad, el sexo y el genotipo [F(4,21)=3,728, p=0,019]. Con estos 
datos, se analizaron mediante un ANOVA las diferencias de cada edad, entre 
tratamientos en función del sexo y el genotipo.  
 
En los machos se observaron diferencias sólo en el genotipo  apoE4, en el tercer mes 
[F(1,16)=458,230, p=0,007], cuarto mes [F(1,16)=16,013, p=0,001] y quinto mes 
[F(1,16)=14,100, p=0,002]), revelando que en esos meses los individuos de las camadas 
apoE4-CPF1 alcanzaron pesos superiores a las camadas apoE4-control (Figura 26A). En 
las hembras no se observaron diferencias entre grupos de tratamiento (Figura 26B). 
 
En resumen, a medida que los animales crecen se hace más evidente la diferencia de 
peso corporal entre machos y hembras. Así, el genotipo influye en el peso de las 
hembras, siendo las hembras apoE3 más grandes que las apoE4. Finalmente, el efecto del 
tratamiento fue más evidente en los machos apoE4, produciéndose un incremento de 












Figura 25. Peso corporal de las camadas de machos y hembras, de ambos genotipos, controles y tratados, 
desde el primer a quinto mes de vida (A) y el efecto general del tratamiento (B). Diferencia entre machos y 
hembras, están representadas con el símbolo # y entre controles y tratados con un asterisco  a p<0,05.  
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Figura 26. Peso corporal de las camadas de machos (A) y hembras (B) de ambos genotipos, controles y 
tratados, desde el primer a quinto mes de vida. Diferencias entre apoE4 controles y tratados, están 
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2. Discusión 
 
En esta primera fase experimental se estudiaron los efectos inmediatos y a corto plazo 
causados por una exposición postnatal a CPF y la modulación producida por el genotipo 
apoE, en ambos sexos, sobre variables de crecimiento y maduración a nivel físico. 
Además, se estudió la expresión de genes relacionados con sistemas de detoxificación 
en hígado y el sistema colinérgico en cerebro, y la actividad ChE como marcador de 
exposición a CPF a nivel bioquímico.  
 
Desarrollo físico, motor y sexual de las camadas 
Durante el desarrollo, todos los animales manifestaron una evolución física, en 
maduración y crecimiento, acorde a lo esperado. Sin embargo, se observaron diferencias 
entre genotipos: las camadas apoE3 presentaron un mayor número de crías; el peso al 
DPN 4 fue superior en machos apoE4; entre el DPN 4-10, las hembras apoE3 crecieron 
más que apoE4; y la apertura de ojos se produjo antes en apoE4. Por otro lado, CPF 
promovió un retraso en la apertura de ojos, un empeoramiento neuromotor y un ligero 
retraso en el desarrollo sexual de los machos. 
 
Los efectos de apoE sobre el tamaño de la camada no habían sido reportados 
previamente. En un trabajo anterior, nuestro laboratorio realizó una completa 
caracterización del genotipo apoE y su influencia en el periodo de desarrollo (Reverte 
et al., 2014a). Concretamente, sobre este parámetro Reverte et al. (2014a) no 
observaron diferencias significativas entre genotipos, sin embargo los autores 
registraron que las 28 camadas apoE3 analizadas alcanzaron un promedio de 8,5 crías vs 
las 7,6 de apoE4, siendo cifras relativamente similares a las obtenidas en este estudio. En 
este sentido, nuestros resultados confirmarían una relación entre tamaño de camada y 
el genotipo apoE. El hecho de que los sujetos del genotipo apoE4 presenten un 
metabolismo lipídico alterado (Arbones-Mainar et al., 2008; Gregg et al., 1986; Salameh 
et al., 2016), podría influir en el tamaño de camada. Así, por ejemplo, se ha observado 
que la hipercolesterolemia durante la gestación disminuye el tamaño de la camada y 
aumenta el número de pérdidas post-implantación, en ratas (De Assis et al., 2003), 
indicando la importancia de los lípidos en términos de reproducción y/o fertilidad. Por 
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otro lado, el tamaño de la camada podría influir en la diferencia de peso observada el 
DPN 4 en apoE4, puesto que las camadas de este genotipo presentaron un peso superior 
únicamente a esta edad. En línea con nuestros resultados, diversos estudios han 
demostrado que individuos de camadas más pequeñas pesan significativamente más al 
nacer, respecto los de camadas más grandes (Chahoud and Paumgartten, 2009; Deter 
et al., 2007; Epstein, 1978; Hager et al., 2012; Koskela, 1998; Reading, 1966). El tamaño 
de la camada también debería contribuir en el crecimiento postnatal, tal y como se ha 
descrito en varios estudios (Chahoud and Paumgartten, 2009; Galler and Turkewitz, 
1975; Hager et al., 2012). No obstante, las hembras apoE3 crecieron más rápido entre 
el periodo DPN 4-10, que sus congéneres apoE4. De hecho, como se discutirá más 
adelante, las hembras apoE3 seguirán presentando un mayor peso respecto las apoE4, 
después del destete. Este resultado sugiere que el factor genotipo influye, en mayor 
medida, en el crecimiento de los animales, que el propio tamaño de camada. 
 
El día de la apertura de ojos es otro parámetro en que existen diferencias según el 
genotipo apoE. En este estudio se reveló que los individuos apoE4 abren sus ojos 1 día 
antes que apoE3, entretanto Reverte et al. (2014a) encontraron que este proceso en las 
crías apoE2 se producía antes que sus pares apoE3 y apoE4, sin repercusiones en estos 
últimos dos genotipos. Esta discrepancia, entre ambos trabajos, podría ser debida a la 
escala de puntuación utilizada para analizar el mismo parámetro; mientras que Reverte 
et al. (2014a) registraron todo el progreso, desde una pequeña apertura hasta la 
completa apertura de ambos ojos, en esta ocasión se registró sólo un punto, 
describiéndose la edad de apertura ocular como el día en que se observaba el primer 
ojo abierto. Siguiendo con esta variable, el tratamiento con CPF provocó un leve retraso 
en la apertura ocular. Diversos autores han concluido que la población infantil presenta 
una vulnerabilidad especial hacia los efectos nocivos de un tóxico (Au, 2002; Grandjean 
and Landrigan, 2014; Moser et al., 1998). Igualmente, existen estudios que no han 
evidenciado efectos por exposiciones a CPF sobre animales en desarrollo (Mattsson, 
2000; Maurissen et al., 2000). De hecho, un estudio no encontró alteraciones en la edad 
de apertura ocular, después de la exposición a diversas dosis de CPF (0,3, 1 a 5 
mg/kg/día) (Maurissen et al., 2000). Este grupo realizó sus estudios con ratas en 
exposiciones perinatales que iban desde el día prenatal 6 hasta el DPN 10. La 
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discrepancia con los presentes resultados, podría ser debida a que nuestros animales se 
encontraban en periodo de tratamiento cuando observamos el efecto de CPF, por lo 
que sería un efecto inmediato sobre el ritmo de desarrollo de los ojos, y no un efecto 
tardío o a largo plazo. Si bien, hace algunos años, dos estudios evidenciaron que niños 
expuestos in utero a CPF nacían con anomalías oftálmicas (Sherman, 1999, 1996), no se 
tiene hasta el momento información de que una exposición postnatal produjese un 
retraso del día medio de apertura de ojos, en ratones. El proceso de apertura de ojos 
se considera como un signo externo de maduración normal del SNC en vertebrados. 
Por este motivo, para el estudio de teratógenos es esencial examinar el normal 
desarrollo de este órgano  (Strömland et al., 2002).  
 
De igual modo, el deterioro de la capacidad neuromotora manifestada por las crías, en 
respuesta al tratamiento con CPF, se observó un día después de la última dosis 
administrada. Los resultados de Moser (2000), registrados 24 h después de una dosis 
única de 20 mg/kg, revelaron una disminución de la actividad motora, por medio de 
pruebas para testar reflejos y la respuesta sensorimotora. Cabe resaltar que la dosis 
utilizada por este autor fue muy superior a la del presente estudio. También, como 
consecuencia de una exposición prenatal, se ha observado hiporreflexia en el DPN 1 y 
DPN 3, por dosis repetidas de 25 mg/kg/día (Chanda and Pope, 1996) y en el DPN 15, 
por dosis repetidas de 6 mg/kg/día (Venerosi et al., 2009). En nuestro trabajo, el 
tratamiento postnatal provocó un efecto medio sobre el desarrollo neuromotor. Esto 
sugeriría que el periodo de desarrollo, escogido para el tratamiento en este estudio, es 
sensible para la adquisición de habilidades motoras. Algunas áreas del SNC no están 
completamente desarrolladas en ratas y ratones en la ventana postnatal tardía, de hecho 
la sinaptogénesis alcanza su máximo el DPN 15, mientras que la mielinización comienza 
entre los DPN 7-17, completándose entre los DPN 90-100 (Dobbing and Sands, 1979; 
Watson et al., 2006). Por lo que la administración de CPF desde el DPN 10 al 15 podría 
interferir en el desarrollo neuromotor por distintos mecanismos. 
 
Por otra parte, si bien en nuestro estudio CPF provocó un retraso no significativo en el 
descenso testicular, estudios en humanos han relacionado exposiciones a CPF en 
periodo prenatal con casos de criptorquidia (Sherman, 1999, 1996). Además, otros 
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trabajos en ratas adultas han confirmado que exposiciones subcrónicas a CPF pueden 
incrementar los niveles de estrés oxidativo, generando daño a nivel tisular en los 
testículos (Elsharkawy et al., 2014; Mandal and Das, 2011). En ratones se ha observado 
que el aumento de la señal cannabinoide, inducido por CPF, produce la apoptosis de las 
células testiculares de Sertoli y Leydig, sugiriendo este mecanismo como el responsable 
del deterioro del sistema reproductor masculino (Noro et al., 2013).  
 
Expresión génica 
El estudio de la expresión génica en hígado y cerebro se llevó a cabo para identificar 
diferencias entre genotipos apoE, diferencias entre sexos y los efectos provocados por 
el tratamiento postnatal con CPF de forma inmediata, así como la reversión o 
mantenimiento de dichos efectos a DPN 30, 15 días después de la última exposición.  
Puesto que el periodo estudiado comprende el desarrollo y maduración de sistemas 
enzimáticos en hígado y de sistemas de neurotransmisión en cerebro, la edad ha sido un 
factor significativo mostrando diferencias importantes entre el día 15 y 30 del periodo 
postnatal en prácticamente todos los genes evaluados. 
 
A nivel hepático todos los genes determinados alcanzaron la mayor expresión el DPN 
15. En tanto, la única diferencia entre sexos se observó en la expresión de BChE. 
Asimismo, entre genotipos se encontraron diferencias en la expresión BChE, en general 
y de PON1 sólo el DPN 15. También se observaron modificaciones en la expresión 
génica, debidas a la exposición a CPF en PON2 y PON3 en los sujetos apoE3.  
 
A nivel cerebral, el VAChT presentó la mayor expresión el DPN 15 y el tratamiento 
con CPF modificó su expresión sólo en los individuos apoE3. La expresión de ChAT, 
M2 y M3 fue mayor el DPN 30. Además, se observó que la expresión de M2 en las 
hembras-CPF1, se asemeja a los valores presentados por los machos 15 días después 
del tratamiento. También, el tratamiento modificó la expresión de M5 sólo en las 
hembras apoE3. En tanto, la isoforma AChE-S presentó su mayor expresión el DPN 15, 
y se observó un efecto del genotipo apoE sobre la expresión de ambas isoformas de 
AChE. 
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En hígado, apoE presentó una mayor expresión el DPN 15, siendo el único efecto 
observado sobre este gen. El estudio de Hall et al. (1995) mostró que la expresión de 
apoE en hígado de rata era detectable desde el día 19 prenatal hasta alcanzar los niveles 
de un adulto el DPN 5. Sin embargo, un trabajo anterior observó que la máxima 
expresión de apoE se presenta entre el DPN 10-22 (Mangeney et al., 1989). El hígado 
de un ratón y una rata va adquiriendo la capacidad funcional de la edad adulta desde los 
últimos días de la etapa prenatal hasta el DPN 28 (Moscovitz and Aleksunes, 2013). Por 
lo cual, nosotros consideramos que la expresión observada en este estudio concuerda 
con este perfil de maduración propio del hígado. 
 
La expresión de BChE presentó un patrón temporal similar, estando en línea con otros 
estudios (Lepage et al., 1985; Michalek et al., 1988). También se observó que las hembras 
presentaron una mayor expresión de BChE respecto los machos. En población humana, 
se ha descrito que los hombres presentan mayor actividad BChE que las mujeres 
(Darreh-Shori et al., 2006; Stojanov et al., 2011; Zimmer et al., 2012). Mientras que otro 
estudio reveló que la actividad de BChE es mayor en las mujeres en periodo prepuberal 
y menor en el postpuberal, sugiriéndose un papel importante del estatus hormonal 
(Lepage et al., 1985). Además, una mayor actividad BChE se ha relacionado con una 
mayor masa corporal (Brock and Brock, 1993). En nuestro estudio, los datos obtenidos 
sobre la expresión de este gen podrían estar relacionados con el estatus hormonal, ya 
que nuestras determinaciones se realizaron en el periodo prepuberal (Semaan and 
Kauffman, 2015). De hecho, nosotros no encontramos diferencias entre sexos en la 
actividad ChE plasmática. Asimismo, consideramos poco probable el efecto del peso, 
puesto que durante este periodo no pudimos observar diferencias significativas sobre 
este parámetro. Sería interesante realizar análisis adicionales en los DPN 45 o 60, para 
valorar la expresión en el periodo postpuberal. De hecho, la expresión de la PON1 en 
hembras es mayor que en machos al DPN 40 y 45, no obstante antes de ese periodo, la 
expresión es similar entre ambos sexos (Cheng and Klaassen, 2012). También, se 
observaron diferencia en la expresión génica de la BChE, en función del genotipo apoE. 
Los sujetos apoE3 expresaron más BChE que apoE4. Hasta ahora, no existen estudios 
que hayan analizado la expresión de este gen entre sujetos jóvenes de diferentes 
genotipos apoE. Si bien, investigaciones epidemiológicas en adultos mayores con EA han 
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confirmado que los niveles de esta proteína, como también su actividad en el líquido 
céfalorraquídeo, están disminuidos en personas portadoras de la apoE4 (Darreh-Shori 
et al., 2011, 2006). No podemos comparar esta evidencia con nuestros resultados, 
puesto que no sabemos si realmente la disminución de BChE que observan estos autores 
se debe a algún tipo de compensación por la patología de base. Igualmente, los presentes 
datos sobre la expresión de BChE en individuos jóvenes estarían sugiriendo que las 
diferencias entre ambos genotipos serían observables desde edades tempranas.  
 
Por otra parte, las tres paraoxonasas mostraron una mayor expresión el DPN 15 que 
el DPN 30, concordando con lo observado en diversos estudios en ratones, donde se 
ha observado que la máxima expresión es el DPN 15 para PON1, disminuyendo 
gradualmente hasta la adolescencia (Cheng and Klaassen, 2012; Li et al., 1997); entre el 
DPN 7-21 para la expresión de PON2; y el DPN 21 para la expresión de PON3 (Garrick 
et al., 2016). Sin embargo, la expresión de PON1 respondió a un patrón de maduración 
específico en cada genotipo. Por su parte apoE3 presentó una mayor expresión de este 
gen el DPN 15 que apoE4, igualándose ambos genotipos al DPN 30. PON1 es la más 
abundante de las paraoxonasas, y es la única que interviene en la metabolización de CPF 
(Furlong et al., 2016). Cabe la posibilidad de que apoE4, en particular, experimentara 
una expresión mayor días antes o días después del DPN 15. Igualmente, se puede 
considerar que apoE4 no presente jamás un nivel de expresión como el de apoE3, y que 
el observado el DPN 15 sea el nivel máximo de expresión de PON1 para este genotipo. 
Esto podría explicar por qué apoE4 se vería más afectado a largo plazo a estímulos que 
generan estrés oxidativo como lesiones o exposición a tóxicos. La valoración conjunta 
de los resultados de la expresión de PON1 y BChE podría reflejar que los individuos 
apoE3 poseen un mecanismo de defensa mejor adaptado a los OPs, en comparación a 
los portadores del genotipo apoE4. En cualquier caso, estos datos deben tomarse con 
cautela, ya que no disponemos de niveles de actividad PON1 para estos sujetos.  
 
Por otro lado, se observó que los machos apoE3-control respecto al resto de grupos 
presentaron una leve diferencia, aunque no significativa, en la expresión de PON2 al 
DPN 15, por lo que nuestros resultados de PON2 deben ser analizados con prudencia. 
Sin embargo, la interacción entre genotipo apoE y CPF fue más evidente en PON3, con 
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un incremento de la expresión de este marcador en los sujetos apoE3, mediado por el 
insecticida. Es bien sabido que ambas paraoxonasas desempeñan una función 
antioxidante (Furlong et al., 2016). Por otra parte, existe evidencia suficiente que destaca 
el efecto de CPF sobre la formación de ROS en varios órganos y líneas celulares 
(Chiapella et al., 2013; Cometa et al., 2007; Crumpton et al., 2000; Garcia et al., 2005; 
Lee et al., 2012; Ma et al., 2013). El estudio de Garcia et al. (2005) sugirió que la 
formación de ROS podría contribuir en los efectos neurotóxicos debidos a la exposición 
a CPF en periodo postnatal a largo plazo. No existen estudios que evidencien una 
relación entre la expresión de PON3 y CPF, aunque en un estudio se indica el aumento 
de la expresión de PON2 por tratamiento con CPF (Jasna et al., 2014). Desde este 
contexto, se podría sugerir que el aumento de ROS inducido por CPF favorecería la 
expresión de moléculas como PON2 y PON3. Curiosamente, apoE4 no respondió de 
la misma manera a CPF, lo cual puede ser debido a que los individuos portadores de 
apoE4 no presentan el mismo perfil de defensa antioxidante que los apoE3.  
 
El sistema colinérgico tiene un papel importante en el desarrollo del sistema nervioso. 
La liberación de ACh influye en procesos de neurogénesis, crecimiento y guía axonal, 
formación y estabilización de contactos sinápticos, y establecimiento de redes neurales.  
En este sentido, tanto la ChAT como la VAChT, involucradas en la síntesis y 
almacenamiento de la ACh, se expresan desde el periodo embrionario en las neuronas 
colinérgicas, al igual que mAChRs, nAChRs y AChE (Abreu-Villaça et al., 2011).  
 
De igual modo, dentro del periodo estudiado, cada uno de los componentes presentó 
un patrón de maduración específico. Los resultados de nuestro estudio muestran que el 
VAChT presentó una mayor expresión el DPN 15 que el DPN 30. Diversos estudios 
han revelado que la máxima expresión de VAChT en rata se presenta durante las dos 
primeras semanas de vida, disminuyendo hasta alcanzar los niveles de adulto el DPN 21 
(Aubert et al., 1996; Sun et al., 1997). Estas observaciones son similares a nuestros 
resultados. Sin embargo, el tratamiento con CPF disminuyó la expresión de VAChT en 
apoE3 en el DPN 15, manteniéndose este efecto 15 días después del tratamiento. 
Investigaciones anteriores han evidenciado que tanto una exposición prenatal como 
postnatal pueden disminuir los niveles de VAChT, en ratas, observándose este efecto 
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hasta 30 días después de la exposición (Richardson and Chambers, 2005, 2004). Otro 
trabajo también comprobó que el OP -diisopropilfluorofosfato (DFP)- y el carbamato -
fisostigmina- reducían la expresión de VAChT in vitro (Kaufer et al., 1999). En conjunto 
parece que los datos apuntan a un efecto que podría perdurar en el tiempo y explicar 
algunas disfunciones asociadas al sistema colinérgico, a largo plazo. En nuestro caso, se 
podría sugerir que los individuos portadores de apoE3 serían más sensibles al efecto 
provocado por CPF sobre este marcador. Una disminución de VAChT podría resultar 
en una menor liberación de ACh al espacio sináptico, ejerciendo un efecto protector 
bajo los efectos del tóxico CPF. No obstante, si se mantiene a largo plazo dejaría un 
sistema hipofuncional. Muy pocos estudios han relacionado el genotipo apoE con 
VAChT. En un estudio con ratones knockout apoE, se observó que los niveles de VAChT 
están disminuidos un 50% en neuronas del prosencéfalo basal (Kleifeld et al., 1998). 
También se ha revelado una disminución de expresión de VAChT por la edad, en ratones 
transgénicos apoE, siendo más pronunciada en el genotipo apoE4 (Dolejší et al., 2016). 
Estas evidencias junto con nuestros resultados sugerirían que el genotipo apoE puede 
influir sobre las fluctuaciones de este marcador colinérgico en el SNC.  
 
Por otro lado, sólo la edad influyó en la expresión de la ChAT. Este gen presentó su 
mayor expresión el DPN 30. En línea con lo observado, diversos estudios han revelado 
que la expresión de la ChAT llega a los niveles de adulto a la tercera semana de vida en 
ratas y ratones (Descarries et al., 2005; Ninomiya et al., 2001; Sun et al., 1997).  
 
La expresión de M1 y M4 no reveló diferencias significativas entre el DPN 15-30, 
mientras que M2 y M3 mostraron una mayor expresión el DPN 30, estos datos se 
asemejan a los descritos por Wall et al. (1992) que además indica que los receptores 
mAChRs M1, M2, M3 y M4 presentan una alta densidad entre el DPN 20-50 y que M5 
conserva una menor densidad desde el nacimiento, sin cambios considerables, 
coincidiendo también con nuestras observaciones. 
 
En relación a los receptores mAChRs y CPF, las hembras-CPF1 mostraron un aumento 
de la expresión de M2, 15 días después del tratamiento, presentando niveles similares al 
de los machos. Rhodes et al. (2004) también observaron diferencias entre sexos después 
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de una exposición a CPF en la ventana postnatal tardía. Estos autores indican que la 
unión de ACh a M2 en el DPN 60 aumentó en hipocampo, mesencéfalo y tronco 
cerebral en hembras; y en corteza frontal en machos. Otros autores han mostrado que 
diversos componentes del sistema colinérgico se pueden afectar por la exposición 
postnatal a CPF, como por ejemplo la actividad de ChAT (Dam et al., 1999; Richardson 
and Chambers, 2005, 2004, 2003; Slotkin et al., 2001) y la unión de colina en el 
recaptador de colina (Dam et al., 1999; Richardson and Chambers, 2004; Slotkin et al., 
2001), sin aparentes signos de intoxicación colinérgica. Asimismo, estas variaciones 
también han sido observadas tras la exposición prenatal a dosis similares a las usadas en 
este estudio, en ratas adolescentes y adultas jóvenes (Qiao et al., 2003). Algunos autores 
han sugerido que la exposición temprana a CPF podría estar reduciendo la actividad 
tónica de las proyecciones colinérgicas, induciendo una regulación del receptor M2, 
coincidiendo en que dichas alteraciones son sexo dimórficas (Rhodes et al., 2004; Slotkin 
et al., 2001). En nuestro caso, el tratamiento con CPF tiende a igualar los niveles de 
expresión entre sexos. Sería interesante analizar si esta equivalencia observada entre 
machos y hembras-CPF1 se mantiene en el tiempo, o si aparecen efectos retardados a 
lo largo de la vida. 
 
En tanto, las hembras apoE3 exhibieron un leve aumento de expresión de M5 inducido 
por el tratamiento con CPF en el DPN 15. Numerosos estudios han valorado los efectos 
de exposiciones a CPF sobre la unión a receptores mAChRs, revelando una disminución 
inmediata después o a lo largo del periodo de tratamiento (Guo-Ross et al., 2007; Huff 
et al., 1994; Liu et al., 1999; Zhang et al., 2002; Zheng et al., 2000). Sin embargo, no se 
tiene información acerca de cambios en la expresión de M5 provocados por la 
exposición a CPF hasta la fecha. Durante el periodo de desarrollo, cada uno de los 
receptores mAChRs modulan los efectos de ACh sobre la proliferación, diferenciación 
y supervivencia neural (Abreu-Villaça et al., 2011), Por lo que se necesitarían estudios 
más profundos para ver las repercusiones de este aumento de la expresión de M5 en las 
hembras apoE3. 
 
Con respecto a la expresión de las isoformas de la AChE, se observó que la AChE-S 
cumple con un patrón de maduración específico, presentando una mayor expresión el 
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DPN 15. Oriel and Kofman (2015) observaron que la expresión de AChE-S aumenta 
con la edad en C57BL/6, mientras que la AChE-R disminuía en el periodo DPN 4-10. 
Esta observación está acorde con nuestros resultados. De hecho, todos los cambios 
encontrados en la expresión de los componentes del sistema colinérgico a lo largo del 
desarrollo son consistentes con el período de intensa sinaptogénesis colinérgica en los 
roedores, que ocurre durante las 3 primeras semanas de vida (Dobbing and Sands, 1979). 
 
La expresión de las isoformas AChE se vio influenciada por el genotipo apoE. Los sujetos 
apoE3 expresaron más AChE-S que apoE4, mientras que los apoE4 expresaron la AChE-
R en mayor medida. En condiciones normales, se expresa más la isoforma AChE-S, sin 
embargo, las neuronas corticales y del hipocampo, frente a una inhibición de la AChE o 
tras estímulos externos nocivos, responden aumentando la expresión de AChE-R 
mediante splicing alternativo (Härtl et al., 2011; Soreq and Seidman, 2001), en nuestro 
caso los sujetos apoE4 presentan una mayor actividad ChE cerebral por lo que esta 
expresión aumentada de la AChE-R no iría en el mismo sentido. Diversos artículos 
indican que el genotipo apoE4 confiere una capacidad antioxidante débil (Colton et al., 
2005; Villasana et al., 2016; Young et al., 2005). De este modo, una posible explicación 
a nuestros resultados sobre apoE4 a nivel cerebral sería que el incrementado estrés 
oxidativo, inherente de este grupo, produzca un incremento en la expresión de AChE-
R.  Posiblemente, esta diferencia de expresión de las diferentes isoformas de AChE sea 
un mecanismo que interfiera en la funcionalidad del sistema colinérgico entre ambos 
genotipos. Asimismo, esto se podría vincular a diversas investigaciones que han 
manifestado una relación importante del genotipo apoE4 y una hipofuncionalidad del 
sistema colinérgico (Chapman et al., 2000; Dolejší et al., 2016; Reverte et al., 2016; Siegel 
et al., 2011). Por otro lado, el tratamiento con CPF no aumentó la expresión de ninguna 
de las isoformas de AChE, ni en apoE3 ni apoE4. Este dato tampoco se corresponde con 
los datos reportados en un estudio que encuentra un incremento de la expresión de 
AChE-R en ratas adultas expuestas a CPF (López-Granero et al., 2013b). Una posible 
explicación es que los efectos observados durante el desarrollo difieran de los efectos 
en adultos. De hecho, en dos estudios en los que se administró CPF durante el periodo 
postnatal, no se detectaron diferencias a este nivel (Jameson et al., 2006; Oriel and 
Kofman, 2015).  
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Las diferencias observadas en este sistema podrían estar relacionadas con déficits 
funcionales a largo plazo, incluso con distintas respuestas a re-exposiciones con CPF o 
al tratamiento con fármacos agonistas o antagonistas del sistema colinérgico. Estos 
efectos a largo plazo deberían ser estudiados en un futuro.   
 
Actividad ChE 
La actividad ChE, tanto en plasma como en cerebro aumento con la edad entre el 
periodo DPN 15-30 en todos los sujetos. En plasma, se observó una inhibición 
significativa de ChE como efecto del tratamiento con CPF. A su vez, se observaron 
diferencias entre genotipos en la actividad ChE cerebral principalmente en el DPN 15.  
 
Asimismo, CPF modificó la actividad ChE plasmática de todas las crías 4 h después de la 
última dosis de CPF, con un 50% de inhibición. La BChE plasmática es el biomarcador 
por excelencia para revelar intoxicaciones por CPF (Lockridge, 2015), constituyendo 
casi el 100% de la ChE plasmática en humanos (Ecobichon and Stephens, 1973), mientras 
que la proporción AChE:BChE es de un 50:50 en rata y ratón (Timchalk et al., 2006). 
Además, puede presentarse una inhibición de ChE plasmática de hasta el 70% en 
humanos, sin haber signos de intoxicación colinérgica (Nolan et al., 1984; Savolainen, 
2001). Por otro lado, se sabe que CPF provoca una mayor inhibición de la ChE plasmática 
que de la cerebral. Así por ejemplo, utilizando un modelo farmacocinético se demostró 
en ratas de 17 días de vida, que la inhibición de la AChE cerebral era sólo de un 2,1% a 
las 3 h de recibir una dosis de 1 mg/kg de CPF, mientras la actividad ChE plasmática 
había descendido un 22% (Timchalk et al., 2007, 2006). Los estudios de Ricceri et al. 
(2006, 2003), realizados en ratones, evidenciaron una inhibición ChE en sangre, junto 
con una nula modificación de ChE cerebral. Esto es comparable a los datos 
proporcionados por Carr et al. (2014) los cuales revelan inhibición ChE y 
carboxilesterasa en suero, sin inhibición ChE cerebral en animales expuestos a CPF 0,5 
mg/kg/día durante el período DPN 10-16. En conjunto, nuestros resultados y los 
reportados por otros autores respaldan el hecho de que la inhibición producida por CPF 
es mayor en la ChE plasmática que la cerebral. Por lo tanto, se puede suponer que, en 
este estudio, no se alcanzó una evidente toxicidad colinérgica en SNC.  
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En cerebro, los individuos apoE4 presentaron mayor actividad ChE que los apoE3. 
Investigaciones en humanos han señalado un incremento de la actividad de esta enzima 
en pacientes EA portadores del genotipo apoE4 (Eggers et al., 2006; Soininen et al., 
1995). Un aumento de AChE total puede ser causado por una mayor expresión de 
AChE-R (Härtl et al., 2011). Por lo que se podría sugerir que una mayor actividad de 
ChE cerebral en apoE4 sería relativa a la mayor expresión de AChE-R observada en 
estos individuos. Tampoco se puede descartar que sea un hecho puntual del DPN 15 
debido a un patrón de maduración específico de apoE4 sobre esta enzima. Evaluar la 
expresión y la actividad ChE en diferentes periodos de la vida sería interesante, para 
definir mejor un perfil específico para cada genotipo.  
 
Por otro lado, la inhibición ChE plasmática sólo se mantiene a los 30 días en apoE3, esto 
podría sugerir una sensibilidad especial a CPF en este genotipo. 
 
Peso corporal del primer a quinto mes 
Se observó una clara diferencia del peso entre machos y hembras desde el 2º mes de 
vida, como también un mayor peso en las hembras apoE3 desde el destete. Por otra 
parte, los machos apoE4-CPF1 presentaron un aumento significativo de su peso corporal 
desde el tercer mes de vida, en comparación a sus congéneres controles. 
 
Como era de esperarse, el peso entre machos y hembras comenzó a diferenciarse post-
lactancia, presentando los machos un peso superior que las hembras. En línea con estos 
resultados, diversos trabajos en periodo de desarrollo, realizados anteriormente en este 
laboratorio no han observado diferencias a este nivel entre machos y hembras, antes del 
destete (Fuentes et al., 2007; Reverte et al., 2014a; Ribes et al., 2010). Asimismo, después 
de este periodo, se comienza a evidenciar el aumento de peso característico 
presentando por los ratones machos (Byerly et al., 2013; Reverte et al., 2013, 2012; 
Ribes et al., 2010; Wainwright and Francey, 1987).  
 
En tanto, las hembras apoE3 presentaron un peso más elevado entre el destete y el 
quinto mes, este dato ya se había observado en nuestro laboratorio a los 4 meses de 
vida (Reverte et al., 2013, 2012), y coincide con datos previos de otro laboratorio 
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(Grootendorst et al., 2005). Se ha descrito que los ratones portadores del genotipo 
apoE3 presentan una mayor adiposidad que los portadores de apoE4, manteniendo un 
peso corporal superior a lo largo de la vida (Arbones-Mainar et al., 2016, 2008; Segev et 
al., 2016). En definitiva, la deficiencia de apoE4 en el almacenamiento de lípidos, contraria 
a la presentada por sus pares apoE3, podría explicar en parte el bajo peso corporal 
manifestado por las hembras desde la adolescencia hasta la edad adulta.  
 
El peso corporal de los machos apoE4 se modificó a causa de la exposición a CPF a 
partir del tercer mes de vida. Un estudio de Lassiter and Brimijoin (2008) reveló un 
aumento similar en ratas machos, a causa de una exposición perinatal a CPF. Estos 
autores sugirieron que tal exposición podría inducir una reprogramación del peso 
corporal, aumentando la adiposidad a largo plazo. En efecto, la programación de la 
función metabólica se ve alterada por una exposición a CPF en periodo neonatal (Meyer 
et al., 2004). Por otra parte, estudios realizados por nuestro equipo de trabajo, han 
revelado que una exposición crónica a CPF, en edad adulta, induce un aumento de peso 
en el genotipo apoE3 y en ratones C57BL/6 (Peris-Sampedro et al., 2015a, 2015b). Un 
estudio de Slotkin et al. (2005a) evidenció que tras una exposición temprana a CPF, ratas 
machos aumentaban sus niveles de insulina y triglicéridos en plasma. Acorde a esta 
evidencia, nuestros resultados sugieren que una exposición a CPF en periodo postnatal 
tardío alteraría el metabolismo de apoE4 a largo plazo. En este sentido, se observó que  
un consumo mantenido de una dieta rica en grasas provocaba en ratones apoE4 de 4 
meses modificaciones en los niveles de triglicéridos e insulina, no así en los individuos 
apoE3 (Segev et al., 2016), sugiriéndose que este genotipo presenta una vulnerabilidad 
especial a desarrollar alteraciones a nivel metabólico. 
 
En conclusión, estos resultados indican importantes diferencias entre genotipos en 
cuanto a desarrollo, expresión de componentes del sistema colinérgico y relacionados 
a la detoxificación de CPF. En tanto, el tratamiento con CPF entre el periodo DPN 10-
15, tendría consecuencias a corto y a medio plazo. Sin embargo, nuestros hallazgos 
vuelven a evidenciar que tales efectos están determinados por el genotipo apoE. 
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La segunda fase experimental estudió los efectos a largo plazo de la exposición postnatal 
a CPF y la respuesta a una re-exposición a 2 mg/kg/día de CPF durante 8 semanas en 
ratones transgénicos apoE adultos de 5 meses de edad. Se valoró la evolución del peso 
a lo largo del periodo, glicemia en ayuno, la conducta social, el aprendizaje y memoria 
espacial, así como la actividad ChE (Figura 27). Los animales estudiados se distribuyeron 
en: grupo control (control), grupo expuesto a 1 mg/kg/día de CPF durante el periodo 
postnatal (CPF1); grupo expuesto a 2 mg/kg/día de CPF en edad adulta (CPF2); grupo 
expuesto a 1 mg/kg/día de CPF durante el periodo postnatal y re-expuestos a 2 mg/kg/día 
de CPF en edad adulta (CPF1+CPF2). 
 
Los resultados de esta fase se presentarán en el siguiente orden:  
Peso corporal e ingesta de comida: registro semanal desde el quinto a séptimo mes 
de vida.  
Glicemia: determinación de la glucosa sanguínea al séptimo mes de vida. 
Comportamiento social: socialización y preferencia por la novedad valorada en 
machos con la prueba de tres compartimentos de Crawley a los 15 días de re-exposición 
a CPF.  
Aprendizaje y memoria espacial: evaluados mediante el laberinto de Barnes, en 
machos y hembras desde los 30 días de re-exposición a CPF. 
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Peso corporal e ingesta de comida  
Se registró el peso corporal y la ingesta semanalmente durante 8 semanas, desde el 
quinto a séptimo mes de vida.  
 
Peso corporal 
Se evaluó el peso corporal de los individuos mediante un ANOVA de cuatro factores 
(sexo, genotipo, tratamiento postnatal y tratamiento adulto), para medidas repetidas, 
utilizando la edad como factor de repetición. Este análisis mostró un efecto general de 
la edad [F(7,127)=91,930, p<0,001], indicando que todos los sujetos aumentaron de 
peso, a lo largo de estas 8 semanas (Figura 28); del sexo [F(1,148)=536,605, p<0,001], 
mostrando que los machos pesaban más que las hembras; del  genotipo 
[F(1,148)=21,632, p<0,001], revelando que el genotipo apoE3 presentó un mayor peso 
corporal; y del tratamiento postnatal [F(1,148)=6,664, p=0,011], mostrando que los 
sujetos expuestos durante el periodo postnatal a CPF presentaron un mayor peso 
corporal. También, se observaron interacciones entre la edad y el sexo [F(7,127)=3,609, 
p=0,001], la edad y el genotipo [F(7,127)=6,170, p<0,001], la edad y el tratamiento 
postnatal [F(7,127)=2,200, p=0,038], la edad y el tratamiento adulto [F(7,127)=7,179, 
p<0,001], la edad, el sexo y el genotipo [F(7,127)=2,775, p=0,010], la edad, el sexo y el 
tratamiento adulto [F(7,127)=3,458, p=0,005] y entre  la edad, el sexo, el genotipo y el 
tratamiento adulto [F(7,127)=2,304, p=0,030]. 
 
A partir de estas observaciones, se decidió estudiar con detalle las diferencias entre 
grupos de tratamiento, en cada sexo y genotipo, mediante un ANOVA por cada semana 
(Figura 28). Este análisis no mostró diferencias entre grupos de machos apoE3 (Figura 
28A), mientras que en los machos apoE4 se encontraron diferencias en todas las 
semanas evaluadas (primera [F(3,38)=6,213, p<0,001]; segunda [F(3,38)=4,574, 
p=0,008]; tercera [F(3,38)=3,730, p=0,020]; cuarta [F(3,38)=4,246, p=0,012]; quinta 
[F(3,38)=3,737, p=0,020]; sexta [F(3,38)=5,683, p=0,003]; séptima [F(3,38)=9,742, 
p<0,001]; octava [F(3,38)=9,266, p<0,001]). El análisis post-hoc indicó que en la primera 
semana el grupo CPF1 presentó un peso superior, en comparación a sus pares controles, 
el cual se venía arrastrando desde el tercer mes de vida. Desde la segunda semana, CPF1-
CPF2 comenzó a presentar un peso mayor que sus pares controles y a la sexta semana 
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Capítulo V. Fase Experimental II: Efectos en la edad adulta 
estas diferencias también empezaron a observarse con CPF1. En la última semana de re-
exposición, CPF1+CPF2 alcanzó el mayor peso entre todos los grupos de tratamiento 
(Figura 28A). En tanto, en las hembras, este análisis no mostró diferencias entre grupos 
























Figura 28. Peso corporal de machos (A) y hembras (B), desde el quinto a séptimo mes de vida. Diferencia 
entre apoE4 control y CPF1 representada con un asterisco; entre control y CPF1+CPF2 con el símbolo α; 
entre control, CPF1 y CPF+CPF2 con el símbolo β; y entre todos los grupos de machos apoE4 con el símbolo 
γ, a p<0,05. 
 
Como análisis adicional, se estudió el incremento de peso obtenido a lo largo de estas 
8 semanas. Mediante un ANOVA de cuatro factores (sexo, genotipo, tratamiento 
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postnatal y tratamiento adulto), se observó un efecto general del sexo [F(1,148)=20,006, 
p<0,001, ƞ2=0,078]; del genotipo [F(1,148)=5,723, p=0,018, ƞ2=0,022]; y del tratamiento 
adulto [F(1,148)=47,683, p<0,001, ƞ2=0,186]. Cada uno de estos factores explicaría un 
8%, 2,2% y un 19% de la varianza, respectivamente. La Figura 29 muestra que, en general, 
el incremento de peso es mayor en machos (Figura 29A) y en apoE4 (Figura 29B). 
Igualmente, se encontraron interacciones entre el sexo y el genotipo [F(1,148)=10,175, 
p=0,002, ƞ2=0,040], el sexo y el tratamiento adulto [F(1,148)=10,146, p=0,002, 














Figura 29. Efectos generales del sexo (A) y del genotipo (B) sobre el incremento de peso corporal de 8 
semanas, desde el quinto a séptimo mes de vida. Diferencias están representadas con un asterisco a p<0,05. 
 
Debido a las interacciones observadas se realizó un análisis adicional entre grupos de 
tratamiento, en función del sexo y genotipo (Figura 30), observándose diferencias entre 
machos apoE3 [F(3,34)=5,090, p=0,006], donde CPF1 presentó el menor incremento de 
peso (Figura 30A). En los machos apoE4 también se observaron diferencias 
[F(3,38)=11,127, p<0,001], siendo CPF2 y CPF1+CPF2 los que incrementaron 
mayormente de peso, en comparación al control y CPF1, respectivamente (Figura 30A). 
A su vez, también se observaron diferencias entre las hembras apoE3 [F(3,37)=3,3262, 
p=0,033], donde CPF1+CPF2 incrementó su peso en mayor medida que CPF1 (Figura 
30B). No se observaron diferencias en las hembras apoE4 (Figura 30B). Si bien, el 
tratamiento adulto es un efecto general, este factor es responsable del 13% de la varianza 
observada en los machos apoE3 ([F(1,34)=5,975, p=0,020, ƞ2=0,129]), del 21% en las 
hembras apoE3 ([F(1,37)=9,115, p=0,005, ƞ2=0,208]) y del 52,5% en los machos apoE4 
([F(1,38)=40,649, p<0,001, ƞ2=0,525]). 
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En general, los resultados indican que el tratamiento en edad adulta, ya sea la primera o 
segunda exposición al insecticida, produce un incremento de peso general. El 
tratamiento postnatal causó en los machos apoE3 un crecimiento significativamente 
















Figura 30. Incremento de peso corporal de 8 semanas, desde el quinto a séptimo mes de vida, en machos 
(A) y en hembras (B). Diferencias dentro de cada genotipo están representadas con distintas letras a p<0,05.  
 
Ingesta de comida 
Se analizó el promedio de la ingesta de comida, durante las 8 semanas de re-exposición 
(Figura 31). Un ANOVA de cuatro factores (sexo, genotipo, tratamiento postnatal y 
tratamiento adulto) mostró un efecto general del sexo [F(1,148)=87,451, p<0,001, 
ƞ2=0,170]; del tratamiento postnatal [F(1,148)=4,764, p=0,046, ƞ2=0,008]; y del 
tratamiento adulto [F(1,148)=207,480, p<0,001, ƞ2=0,403]. Cada uno de estos factores 
explicaría un 17%, 0,8% y un 40,3% de la varianza, respectivamente. También, se 
encontraron interacciones entre el sexo y el genotipo [F(1,148)=13,074, p<0,001, 
ƞ2=0,025], el sexo y el tratamiento postnatal [F(1,148)=13,666, p<0,001, ƞ2=0,027], el 
genotipo y el tratamiento postnatal [F(1,148)=5,219, p=0,024, ƞ2=0,010] y tratamiento 
postnatal y el tratamiento adulto [F(1,148)=8,692, p=0,004, ƞ2=0,017], el sexo, el 
UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
INFLUENCIA DEL GENOTIPO APOE EN LA EXPRESIÓN DE EFECTOS NEUROCONDUCTUALES DERIVADOS 
DE LA EXPOSICIÓN POSTNATAL A CLORPIRIFÓS 
Pia Isabel Basaure García 
 
 
- 138 - 
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genotipo y el tratamiento adulto [F(1,148)=5,116, p=0,025, ƞ2=0,010] y de todos los 
factores [F(1,148)=35,264, p<0,001, ƞ2=0,070]. A partir de estas interacciones, se realizó 
un ANOVA separando por cada sexo y genotipo. El análisis mostró diferencias entre 
grupos de tratamientos de machos apoE3 [F(3,34)=30,004, p<0,001], machos apoE4 
[F(3,38)=29,213, p<0,001], hembras apoE3 [F(3,37)=30,304, p<0,001] y hembras apoE4 
[F(3,36)=9,973, p<0,001]. Concretamente, en los machos apoE3, CPF1 ingirió un 10,3%, 
16,2% y 12,5% menos que el control, CPF2 y CPF1+CPF2, respectivamente. Asimismo, 
apoE3-CPF2 ingirió un 7% más que el control. En tanto, entre machos apoE4, CPF2 
consumió un 20% más comida que el control. Con respecto a las hembras apoE3, CPF2 
y CPF1+CPF2 ingirieron un 16,3% y 12,6% más que el control y CPF1, respectivamente. 
Los grupos de hembras apoE4-CPF2 y apoE4-CPF1+CPF2 consumieron un 7,4% y 10,8% 
más comida que apoE4-control y apoE4-CPF1, respectivamente. 
 
En resumen, estos datos señalan que la exposición a CPF en edad adulta produce un 
aumento de la ingesta de comida en todos los genotipos, tanto en machos como en 













Figura 31. Ingesta de comida de 8 semanas, desde el quinto a séptimo mes de vida. Diferencias en machos 
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Capítulo V. Fase Experimental II: Efectos en la edad adulta 
Glicemia 
Al finalizar el periodo de re-exposición a CPF, a los 7 meses de vida, se determinó la 
concentración de glucosa sanguínea después de un ayuno de 3 horas. A través de un 
ANOVA de cuatro factores (sexo, genotipo, tratamiento postnatal y tratamiento adulto) 
se observó un efecto general del sexo [F(1,103)=14,317, p<0,001, ƞ2=0,088] y del 
genotipo [F(1,103)=4,050, p=0,047, ƞ2=0,025]. Como se ilustra en la Tabla 10, los 
machos y el genotipo apoE4, presentan glicemias superiores a hembras  y al genotipo 
apoE3, respectivamente. También se encontró un efecto general del tratamiento adulto 
[F(1,103)=10,152, p=0,002, ƞ2=0,062]. A partir de estos datos, se realizó un ANOVA 
para analizar diferencias entre grupos de tratamiento, en función de cada sexo y genotipo 
(Tabla 11). En las hembras apoE4 se observaron diferencias entre grupos [F(3,24)=3,884, 
p=0,024], siendo CPF1+CPF2 el que presentó una glicemia superior, en comparación al 
control. No se encontraron diferencias en hembras apoE3 ni en machos apoE3 y apoE4. 
 
En general, los machos y el genotipo apoE4 presentaron glicemias más altas. Además,  
aunque el tratamiento en edad adulta incrementa los niveles de glucosa en sangre en 
algunos grupos, son las hembras re-expuestas apoE4 las que manifiestan una alteración 
significativa. 
 
Tabla 10. Glicemias (mmol/L) de ambos sexos y genotipos  
♂ ♀ apoE3 apoE4 
Efectos generales 
Sexo Genotipo 
11 ± 0,2* 9,6 ± 0,2* 10 ± 0,2# 10,6 ± 0,2# p<0,001 p=0,047 
Diferencia entre sexos representada con un asterisco, y entre genotipos con el símbolo #, a p<0,05. 
 
Tabla 11. Glicemias (mmol/L) de cada grupo de tratamiento 
 apoE3  
 control CPF1 CPF2 CPF1+CPF2 ANOVA 
♂ 10,5 ± 0,4 10,6 ± 0,6 9,9 ± 0,3 11,1 ± 0,7 p=0,459 
p=0,295 ♀ 9,2 ± 0,4 9,6 ± 0,5 10,1 ± 0,5 8,9 ± 0,4 
 apoE4  
 control CPF1 CPF2 CPF1+CPF2 ANOVA 
♂ 10,4 ± 0,7 10,3 ± 0,3 12,0 ± 0,4 11,8 ± 0,6 p=0,066 
p=0,024 ♀ 8,7 ± 0,3* 9,9  ± 0,7 10,4 ± 0,1  10,8 ± 0,3* 
Diferencia entre el grupo control y CPF1+CPF2 de las hembras apoE4 está representada con un asterisco a 
p<0,05. 
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Capítulo V. Fase Experimental II: Efectos en la edad adulta 
Comportamiento social 
A  los 15 días de re-exposición a CPF, se evaluó la conducta social en machos adultos 
con la prueba de tres compartimentos de Crawley. Este experimento se llevó a cabo en 
tres fases: la primera fue la habituación, donde se valoró la actividad del animal; la 
segunda fue la socialización, en la cual se evaluó el interés por otro animal desconocido 
de su misma especie; y la tercera fue la preferencia por la novedad, a fin de comparar el 
interés por un nuevo animal, frente al anteriormente conocido. 
 
Habituación 
Durante la fase de habituación, el animal explora libremente la cámara durante un 
periodo de 10 min, valorándose el tiempo que pasa en cada compartimento, la latencia 
de salida del compartimento central y el número de entradas a ambos compartimentos. 
En cuanto al tiempo en cada compartimento, analizado mediante un t-test de medidas 
relacionadas, se observó que los animales no mostraron preferencias significativas por 
ninguno de los compartimentos laterales (t=-1,385, d.f.75, p=0,171). Sin embargo, sí se 
observan diferencias entre el tiempo en que los animales permanecen en los 
compartimentos laterales respecto al tiempo en el que están en el compartimento 
central (t=-8,671, d.f.75, p<0,001), a pesar de que este compartimento tiene las mismas 
dimensiones que los laterales. El menor tiempo de permanencia en el compartimento 
central podría ser debido a la presencia de las dos aberturas laterales que posiblemente 
confieran una menor seguridad a los sujetos, convirtiendo este espacio en uno aversivo. 
No obstante, un ANOVA de tres factores (genotipo x tratamiento postnatal x 
tratamiento adulto), para valorar posibles efectos del genotipo o el tratamiento en el 
tiempo en el compartimento central y la latencia de salida de esta zona, mostró que no 
existían diferencias significativas. 
 
Además, también se analizó el número de entradas en los distintos compartimentos 
laterales (Figura 32), como parámetro de actividad. Mediante un ANOVA de tres 
factores (genotipo, tratamiento postnatal y tratamiento adulto), se observó un efecto 
general del genotipo [F(1,75)=14,468, p<0,001, ƞ2=0,161], mostrando que los sujetos 
apoE3 realizaron un número mayor de entradas a los compartimentos laterales que los 
individuos apoE4. Este factor explicaría el 16% del efecto observado sobre la actividad.  
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Figura 32. Número de entradas a los compartimentos laterales en la habituación de la prueba de tres 
compartimentos de Crawley. Diferencia entre genotipos está representada con el símbolo # a p<0,05. 
 
Socialización 
En esta fase se valoró la actividad analizando la latencia de salida del compartimento 
central y las entradas en los compartimentos laterales; y la socialización se estudió 
analizando los tiempos en el compartimento social y no social, y la exploración social 
(cociente entre el tiempo de exploración social y el tiempo total de exploración). 
 
La latencia de salida y entradas en los compartimentos laterales (Figura 33) se valoraron 
mediante un MANOVA, que mostró un efecto del genotipo [F(2,67)=38,522, p<0,001], 
del tratamiento adulto [F(2,67)=3,906, p=0,025] y una interacción del tratamiento 
postnatal y el tratamiento en adulto [F(2,67)=4,776, p=0,012].  
 
Concretamente, la latencia de salida se modificó por el genotipo [F(1,75)=6,912, 
p=0,011, ƞ2=0,074], el tratamiento adulto [F(1,75)=4,080, p=0,047, ƞ2=0,043] y una 
interacción del tratamiento postnatal y tratamiento adulto [F(1,75)=9,268, p=0,003, 
ƞ2=0,099]. Así, el genotipo representa un 7,4%, el tratamiento adulto un 4,3% y la 
interacción entre tratamientos un 10%. Adicionalmente, mediante un ANOVA, se 
observaron diferencias entre grupos de tratamiento [F(1,75)=3,666, p=0,002], siendo 
apoE4-CPF1 el grupo que tardó más tiempo en salir del compartimento central (Figura 
33A).  
 
En tanto, las entradas a los compartimentos laterales variaron en función del genotipo 
[F(1,75)=55,079, p<0,001, ƞ2=0,413] y el tratamiento adulto [F(1,75)=5,497, p=0,022, 
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Capítulo V. Fase Experimental II: Efectos en la edad adulta 
B. 
A. 
ƞ2=0,041]. Ambos factores explican un 41% y un 4,1% de la varianza, respectivamente. 
Un análisis más detallado entre los grupos de tratamiento mostró diferencias entre ellos 
[F(1,75)=9,339, p<0,001]. Como se ilustra en la Figura 33B, las diferencias están dadas 






















Figura 33. Actividad en la fase de socialización de la prueba de tres compartimentos de Crawley. Latencia de 
salida del compartimento central (A) y entradas a los compartimentos laterales (B). Diferencia entre genotipos 
representada con el símbolo # y entre grupos con distintas letras a p<0,05.  
 
En cuanto a la socialización, mediante un t-test de medidas relacionadas, se constató una 
clara preferencia por el compartimento social (t=4,347, d.f.75, p<0,001). 
 
Por otra parte, en el MANOVA de las variables de socialización, tiempo en el 
compartimento social y no social, se observó un efecto del genotipo [F(2,67)=35,184, 
p<0,001], del tratamiento adulto [F(2,67)=8,195, p=0,001] y una interacción del 
genotipo y el tratamiento postnatal [F(2,67)=6,499, p=0,003].  
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En relación al tiempo en el compartimento social, éste se modificó en función del 
genotipo [F(1,75)=23,106, p<0,001, ƞ2=0,133] y el tratamiento adulto [F(1,75)=6,098, 
p=0,001, ƞ2=0,087]. Ambos factores explicarían el 13,3% y el 8,7% de la varianza. La 
Figura 34 muestra que apoE3 permaneció más tiempo en el compartimento social que 
apoE4. Asimismo, un análisis más detallado entre grupos de tratamientos reveló 
diferencias [F(1,75)=3,664, p=0,002], CPF2 y CPF1+CPF2 en apoE3 permanecieron más 
tiempo explorando este compartimento, en comparación con algunos grupos apoE4 y 
apoE3 (Figura 34).  
 
Por otro lado, el análisis del tiempo en el compartimento no social mostró una 
interacción del genotipo y el tratamiento postnatal [F(1,75)=9,042, p=0,004, ƞ2=0,109]. 
Esta interacción explicaría el 11% del efecto observado. Adicionalmente, se realizó un 
ANOVA con todos los grupos de tratamiento, revelándose diferencias entre ellos 
[F(7,75)=2,183, p=0,046]. El análisis post-hoc no mostró diferencias significativas (Figura 














Figura 34. Tiempo en el compartimento social (animal desconocido) y no social (objeto) en la fase de 
socialización de la prueba de tres compartimentos de Crawley. Diferencia entre genotipos representada con 
el símbolo #, y entre grupos con distintas letras a p<0,05.  
 
Finalmente, la variable de exploración social se estudió mediante un ANOVA de tres 
factores (genotipo, tratamiento postnatal y tratamiento adulto), el cual mostró una 
interacción entre el genotipo y el tratamiento postnatal [F(1,75)=6,046, p=0,016, 
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ƞ2=0,074], indicando que los individuos apoE3 y apoE4 presentaron una respuesta 
diferente hacia el estímulo social, en función de su tratamiento postnatal (Figura 35). 
Esta interacción explicaría un 7,4% de la varianza. El ANOVA entre grupos de 
tratamiento no mostró diferencias significativas [F(7,75)=1,893, p=0,084]. 
 
En resumen, se observó que los individuos apoE3 se demoraron menos en salir del 
compartimento central, atravesaron menos veces la cámara y permanecieron más 









Figura 35.  Exploración social en la prueba de tres compartimentos de Crawley.  
 
Preferencia por la novedad 
En esta última etapa, se volvió a evaluar la actividad mediante las variables: latencia de 
salida del compartimento central y entradas a los compartimentos laterales. La 
preferencia por la novedad se estudió analizando el tiempo en el compartimento de la 
novedad y del ratón conocido, y la exploración de la novedad (cociente entre el tiempo 
de exploración de la novedad y el tiempo total de exploración). 
 
La latencia de salida y entradas en los compartimentos laterales (Figura 36) se valoraron 
mediante un MANOVA, que mostró un efecto del genotipo [F(2,67)=81,671, p<0,001], 
del tratamiento adulto [F(2,67)=3,979, p=0,023] y una interacción del genotipo y el 
tratamiento postnatal [F(2,67)=8,606, p<0,001]. Particularmente, la latencia de salida se 
alteró sólo por el tratamiento adulto [F(1,75)=6,892, p=0,011, ƞ2=0,088]. Este factor 
explicaría el 8,8% de la varianza. En la Figura 36A se muestra que CPF2 y CPF1+CPF2 
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tardaron menos en salir del compartimento central, siendo este efecto más evidente en 
los sujetos del genotipo apoE4.  
 
En cambio, las entradas a los compartimentos variaron en función del genotipo 
[F(1,75)=158,852, p<0,001, ƞ2=0,633], revelando que los sujetos apoE4 fueron los que 
cruzaron más veces la cámara (Figura 36B). Este factor sería responsable de un 63,3% 
del efecto observado. Además, se observó una interacción del genotipo y el tratamiento 
postnatal [F(1,75)=17,440, p<0,001, ƞ2=0,069]. Un análisis más detallado mostró 
diferencias entre grupos de tratamiento [F(7,75)=26,111, p<0,001]. Como se ilustra en 



















Figura 36. Actividad en la fase de preferencia por la novedad de la prueba de tres compartimentos de 
Crawley. Latencia de salida del compartimento central (A) y entradas a los compartimentos laterales (B). 
Diferencia entre genotipos representada con el símbolo # y entre grupos con distintas letras a p<0,05. 
 
En cuanto a la preferencia por la novedad, mediante un t-test de medidas relacionadas, 
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Capítulo V. Fase Experimental II: Efectos en la edad adulta 
En el MANOVA de las variables tiempo en el compartimento de la novedad y del animal 
conocido, se observó un efecto del genotipo [F(2,67)=40,205, p<0,001], del tratamiento 
adulto [F(2,67)=3,636, p=0,032] y una interacción del genotipo y el tratamiento adulto 
[F(2,67)=3,503, p=0,036].  
 
Con respecto al tiempo en el compartimento de la novedad, se observó un efecto del 
genotipo [F(1,75)=9,847, p=0,003, ƞ2=0,103], del tratamiento adulto [F(1,75)=6,723, 
p=0,012, ƞ2=0,070], una interacción entre el genotipo y el tratamiento adulto 
[F(1,75)=5,207, p=0,026, ƞ2=0,054] La Figura 37 muestra que los sujetos apoE3 
permanecieron más tiempo en el compartimento de la novedad, en comparación a sus 
congéneres apoE4. Adicionalmente, se realizó un ANOVA con todos los grupos de 
tratamiento, observándose diferencias entre ellos [F(1,75)=3,965, p=0,001]. El análisis 
post-hoc reveló que apoE3-CPF1 estuvo menos tiempo explorando esta zona, en 
comparación a otros grupos de su mismo genotipo. 
 
Por otro lado, el análisis del tiempo en el compartimento del animal conocido mostró 
una interacción entre el genotipo y el tratamiento adulto [F(1,75)=7,098, p=0,010, 
ƞ2=0,079]. Un análisis más detallado entre todos los grupos reveló diferencias 
[F(1,75)=3,132, p=0,006], mostrando que apoE3-CPF1 permaneció más tiempo 
explorando este compartimento (Figura 37). 
 
Finalmente, el parámetro de exploración de la novedad se estudió mediante un ANOVA 
de tres factores (genotipo, tratamiento postnatal y tratamiento adulto), el cual mostró 
una interacción del genotipo y el tratamiento adulto [F(1,75)=5,775, p=0,019, ƞ2=0,068] 
y una triple interacción del genotipo, el tratamiento postnatal y el tratamiento adulto 
[F(1,75)=4,359, p=0,041, ƞ2=0,051]. Por este motivo, se analizaron todos los grupos de 
tratamiento observándose diferencias entre ellos [F(1,75)=2,396, p=0,030]. El análisis 
post-hoc reveló que apoE3-CPF1 no prefirió explorar la novedad, mientras que apoE3-
CPF1+CPF2 mostró el comportamiento contrario (Figura 38).  
 
En general, los sujetos apoE4 continuaron presentando una mayor actividad, sin una 
preferencia clara por alguno de los dos elementos. En cambio, los individuos apoE3 
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Capítulo V. Fase Experimental II: Efectos en la edad adulta 
prefirieron explorar más el elemento nuevo. En este genotipo, el efecto de CPF produjo 
una disminución de la exploración a la novedad, sin embargo la re-exposición de 15 días 





















Figura 37. Tiempo en el compartimento de la novedad (animal nuevo) y de lo conocido (animal conocido) 
en la fase de preferencia por la novedad de la prueba de tres compartimentos de Crawley. Diferencia entre 









Figura 38. Exploración de la novedad en la prueba de tres compartimentos de Crawley. Diferencias entre 
grupos están representadas con distintas letras a p<0,05.  
 
Aprendizaje y memoria espacial 
El aprendizaje y la memoria espacial se valoraron en machos y hembras mediante un 
laberinto de Barnes a los 6 meses de vida, a partir del día 30 de re-exposición. Esta 
prueba conductual se desarrolló en tres fases: la habituación al espacio, la adquisición y 
la retención de la tarea. 
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Capítulo V. Fase Experimental II: Efectos en la edad adulta 
Habituación 
En fase de habituación se valoró el patrón de actividad estudiando la distancia total 
recorrida en fracciones de tiempo, y tres variables relacionadas con el espacio central: 
la distancia recorrida en el centro, el tiempo de permanencia en el centro y la velocidad. 
 
La distancia analizada en fracciones de tiempo (0 – 5 min, 5 – 10 min y 10 – 15 min) se 
evaluó para identificar el movimiento de los individuos a lo largo del tiempo. Mediante 
ANOVA de cuatro factores (sexo, genotipo, tratamiento postnatal y tratamiento 
adulto), para medidas repetidas, utilizando el tiempo como factor de repetición, se 
observó un efecto significativo del tiempo [F(2,137)=39,700, p<0,001], que muestra que 
todos los sujetos disminuyeron la exploración a lo largo del tiempo, indicando una 
habituación al espacio. También, se encontraron interacciones con el tiempo: tiempo y 
sexo [F(2,137)=4,464, p=0,013] y tiempo, genotipo y tratamiento postnatal 
[F(2,137)=8,151, p=0,002], lo cual indica un patrón de habituación distinto según sexo, 
genotipo y tratamiento postnatal. A su vez, se observó un efecto general del genotipo 
[F(1,138)=8,068, p=0,005], revelando que el genotipo apoE3 recorre más distancia que 
apoE4 (Figura 39A); y una interacción entre el tratamiento postnatal y tratamiento 
adulto [F(1,138)=4,345, p=0,039]. La Figura 39B muestra que CPF1+CPF2 recorrió una 
menor distancia en comparación al resto de grupos. 
 
A partir de las interacciones entre los factores, se realizó un análisis más detallado de la 
distancia total recorrida de los grupos de tratamiento, en función del sexo y genotipo, 
para cada fracción de tiempo. En los machos apoE3 y apoE4 no se encontraron 
diferencias (Figura 40A). Sin embargo, en las hembras apoE3, en la primera fracción de 
tiempo, se observó una diferencia entre grupos [F(3,38)=3,545, p=0,024], donde CPF1 
exploraron mayor distancia que CPF1+CPF2 (Figura 40B). Las hembras apoE4 
presentaron una tendencia no significativa entre grupos [F(3,38)=2,848, p=0,051] en la 
segunda fracción de tiempo (Figura 40B), siendo CPF1 el que se desplazó más dentro 
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Figura 39. Efecto general del genotipo (A) y de los tratamientos (B) sobre la distancia total recorrida en la 






















Figura 40. Distancia total recorrida en fracciones de tiempo en la fase de habituación del laberinto de Barnes 
en machos (A) y hembras (B). Diferencia en el primer periodo de tiempo entre hembras apoE3 CPF1 y 
CPF1+CPF2 representada con un asterisco a p<0,05.  
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Capítulo V. Fase Experimental II: Efectos en la edad adulta 
Por otro lado, las variables relacionadas con el espacio central se estudiaron mediante 
un MANOVA, que mostró un efecto del sexo [F(2,137)=6,891, p=0,001], del genotipo 
[F(2,137)=51,523, p<0,001], del tratamiento adulto [F(2,137)=5,828, p=0,004] y una 
interacción entre el tratamiento postnatal y tratamiento adulto [F(2,137)=3,657, 
p=0,028].  
 
Concretamente, la distancia recorrida en el centro se modificó por el sexo 
[F(1,153)=5,507, p=0,020, ƞ2=0,026] y el genotipo [F(1,153)=40,433, p<0,001, 
ƞ2=0,189]. La Figura 41 ilustra que las hembras y el genotipo apoE4 recorren una mayor 
distancia en general. Ambos factores explicarían el 2,6% y el 19% de la varianza, 
respectivamente. También, se encontró un efecto del tratamiento adulto 
[F(1,153)=10,207, p=0,002, ƞ2=0,048], una interacción entre el tratamiento postnatal y 
tratamiento adulto [F(1,153)=10,207, p=0,002, ƞ2=0,035]. Se analizaron las diferencias 
entre grupos de tratamiento mediante un ANOVA en función del sexo y genotipo. Este 
análisis reveló diferencias en las hembras apoE4 [F(3,38)=7,218, p=0,001], donde CPF1 
alcanzó a recorrer más distancia que CPF2 y CPF1+CPF2 (Figura 41).  
 
Por otra parte, el tiempo en el centro se modificó en función del sexo [F(1,153)=13,844, 
p<0,001, ƞ2=0,049], del genotipo [F(1,153)=103,584, p<0,001, ƞ2=0,365], del 
tratamiento adulto [F(1,153)=8,295, p=0,005, ƞ2=0,029] y de la interacción entre el 
genotipo y el tratamiento adulto [F(1,153)=3,981, p=0,048, ƞ2=0,014]. Cada uno de los 
factores explicaría un 5%, 37%, 2,9% y un 1,4% de la varianza, respectivamente. Como 
bien se observa en la Figura 42, el efecto más potente entre los factores es el del 
genotipo, dado principalmente por las hembras apoE4, las cuales permanecieron un 
mayor tiempo en esta zona central, sobre todo el control y CPF1. 
 
Por último, se estudió la velocidad en el centro a través de un análisis de la varianza 
(ANOVA) de cuatro factores (genotipo, sexo, tratamiento postnatal y tratamiento 
adulto) el cual mostró un efecto general del sexo [F(1,153)=12,557, p=0,001, ƞ2=0,045] 
y el genotipo [F(1,153)=114,678, p<0,001, ƞ2=0,415]. Estos datos revelan que, en 
general, los machos y los apoE3 alcanzaron una velocidad superior (Figura 43). El 
genotipo explicaría el 41,5% del efecto observado. 
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Capítulo V. Fase Experimental II: Efectos en la edad adulta 
En resumen, los individuos apoE3 en la habituación presentaron una mayor movilidad en 
el espacio completo. Por el contrario, los sujetos apoE4 exhibieron mayor actividad en 
la zona central. El efecto de los tratamientos con CPF fue más evidente en las hembras 
apoE4, donde el incremento de la actividad en el espacio central observado en CPF1 es 















Figura 41. Distancia recorrida en el centro en la fase de habituación del laberinto de Barnes. Diferencia entre 
sexo representada con el símbolo #, entre genotipos con distintas letras griegas (α,β) y entre hembras apoE4 
















Figura 42. Tiempo de permanencia en el centro en la fase de habituación del laberinto de Barnes. Diferencia 
entre sexos representada con el símbolo # y entre genotipos con distintas letras griegas (α,β) a p<0,005. 
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Figura 43. Velocidad en el centro, en la fase de habituación del laberinto de Barnes. Diferencia entre sexos 
representada con el símbolo # y entre genotipos con distintas letras griegas (α,β) a p<0,005. 
 
Adquisición 
Para evaluar el aprendizaje de los animales se realizaron 9 sesiones de adquisición de la 
tarea. En esta fase se analizó la distancia total, el tiempo total y el uso de distintas 
estrategias de búsqueda en la primera y última sesión de adquisición. 
 
Con respecto a la distancia total (Figura 44), a través de un ANOVA de cuatro factores 
(sexo, genotipo, tratamiento postnatal y tratamiento adulto), para medidas repetidas, 
utilizando la sesión como factor de repetición, se observó un efecto de la sesión 
[F(8,131)=28,670, p<0,001], lo que señala que todos los sujetos acortaron las distancias 
recorridas a lo largo de las sesiones, indicando una mejora a lo largo del tiempo. Además, 
el análisis mostró interacciones de la sesión y el genotipo [F(8,131)=2,401, p=0,019], de 
la sesión, el sexo, el tratamiento postnatal y el tratamiento adulto [F(8,131)=2,420, 
p=0,018] y de la sesión, el sexo, el genotipo, el tratamiento postnatal y el tratamiento 
adulto [F(8,131)=2,178, p=0,033]. Asimismo, se observó un efecto general del genotipo 
[F(1,138)=93,838, p<0,001] (Figura 44C), del tratamiento postnatal [F(1,138)=5,424, 
p=0,021], una interacción entre el sexo y el tratamiento adulto [F(1,138)=5,287, 
p=0,023] y una interacción entre el sexo, el genotipo y el tratamiento adulto  
[F(1,138)=4,256, p=0,041].  
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Capítulo V. Fase Experimental II: Efectos en la edad adulta 
A partir de estas interacciones, se analizó con más detalle los grupos de tratamiento, en 
función del sexo y genotipo, para cada sesión. Como se ilustra en la Figura 44A, en los 
machos apoE4 hubo diferencias entre grupos en la primera [F(3,38)=4,177, p=0,013], 
séptima [F(3,38)=4,164, p=0,013] y octava [F(3,37)=3,454, p=0,027] sesión, donde en la 
primera el grupo apoE4-CPF2 recorrió una mayor distancia, y en la séptima y octava 
disminuyó su recorrido en comparación a los otros grupos. En los machos apoE3 no se 
observaron diferencias. Entre hembras apoE4 hubo diferencias en la sexta 
[F(3,38)=3,251, p=0,033] y octava [F(3,38)=3,188, p=0,036] sesión (Figura 44B). En 
ambas, CPF1 recorrió mayor distancia comparado al resto de grupos. No se observaron 























Figura 44. Distancia total recorrida en las 9 sesiones de adquisición de la prueba del laberinto de Barnes, de 
machos (A), hembras (B) y el efecto general del genotipo (C). En machos apoE4, diferencia entre control y 
CPF2 representada con el símbolo +, entre CPF2 y CPF1+CPF2 con el símbolo #, y entre CPF1 y CPF2 con 
el símbolo &, a p<0,05. En hembras apoE4, diferencia entre CPF1 y CPF1+CPF2 indicada con el símbolo $, y 
entre CPF1 y CPF2 con el símbolo &, a p<0,05. Diferencia entre genotipos señalada con un asterisco a p<0,001. 
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Capítulo V. Fase Experimental II: Efectos en la edad adulta 
Por otra parte, el tiempo total (Figura 45) mediante ANOVA de cuatro factores (sexo, 
genotipo, tratamiento postnatal y tratamiento adulto), para medidas repetidas, utilizando 
la sesión como factor de repetición, se observó un efecto de la sesión [F(8,131)=85,044, 
p<0,001], lo que señala que todos los sujetos disminuyeron el tiempo a lo largo de las 
sesiones, indicando una mejora en el rendimiento de la tarea. Además, se observaron 
interacciones de la sesión y el genotipo [F(8,131)=7,000, p<0,001], de la sesión y el 
tratamiento adulto [F(8,131)=3,138, p=0,003] y de la sesión, el sexo, el tratamiento 
postnatal y el tratamiento adulto [F(8,131)=3,098, p=0,003]. También, se encontró un 
efecto general del genotipo [F(1,138)=162,344, p<0,001] (Figura 45C), del tratamiento 
postnatal [F(1,138)=4,933, p=0,028], del tratamiento adulto [F(1,138)=13,452, p<0,001] 
y una interacción entre el genotipo y el tratamiento adulto  [F(1,138)=5,831, p=0,017].  
 
Debido a las interacciones, se realizó un análisis más detallado para estudiar diferencias 
entre grupos de tratamiento en función del sexo y genotipo, para cada sesión. Entre 
machos apoE4 se observaron diferencias entre grupos en la sexta [F(3,38)=2,978, 
p=0,045], séptima [F(3,38)=4,102, p=0,014] y octava [F(3,37)=3,864, p=0,018] sesión, 
observando que CPF2 requirió menos tiempo para realizar la tarea (Figura 45A). No se 
observaron diferencias en los machos apoE3. En tanto, entre los grupos de las hembras 
apoE4 se observaron diferencias en la segunda [F(3,38)=3,291, p=0,032], tercera 
[F(3,38)=3,273, p=0,032], quinta [F(3,38)=3,617, p=0,022], sexta [F(3,38)=5,043, 
p=0,005] y octava [F(3,38)=3,055, p=0,041] sesión (Figura 45B). CPF1 se demoró más 
tiempo en acabar la tarea, mientras que CPF2 realizó la tarea en un menor tiempo. En 
las hembras apoE3 no se observaron diferencias. 
 
En resumen, el patrón de aprendizaje es diferente entre genotipos. Los individuos apoE3 
presentaron una menor distancia recorrida y tiempo total que apoE4 (Figura 44C, 45C). 
En tanto, la exposición al insecticida afectó a los sujetos apoE4, CPF2 provocó una 
mejora en el rendimiento en ambos sexos. Sin embargo, CPF1 empeoró estos 
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Figura 45. Tiempo total en las 9 sesiones de adquisición de la prueba del laberinto de Barnes, de machos (A) 
y de hembras (B). En machos apoE4, diferencia entre control y CPF2 representada con el símbolo +, entre 
CPF2 y el resto de grupos con el símbolo #, y entre CPF1 y CPF2 con el símbolo &, a p<0,05. En hembras 
apoE4, diferencias entre CPF1 y CPF2 indicadas con el símbolo &, entre control y CPF2 con el símbolo +, y 
entre CPF1, CPF2 y CPF1+CPF2 con el símbolo $, a p<0,05. 
 
El uso de estrategias de búsqueda aleatoria, serial y espacial (Figura 46A) de la primera 
y última sesión se estudiaron mediante un MANOVA. En la primera sesión se observó 
un efecto general del genotipo [F(2,137)=3,769, p=0,012]. Concretamente, la elección 
de la estrategia aleatoria se modificó por el genotipo [F(1,153)=9,606, p=0,002, 
ƞ2=0,060], siendo los sujetos apoE4 los que la usaron en mayor medida (Figura 46B).  
También, el uso de la estrategia serial varió en función del genotipo  [F(1,153)=9,823, 
p=0,002, ƞ2=0,060], siendo los apoE3 los que más usaron esta estrategia (Figura 46B). 
Por último, la utilización de la estrategia espacial se afectó por una interacción entre el 
sexo y el genotipo [F(1,153)=9,823, p=0,002, ƞ2=0,034]. La Figura 46C muestra que los 
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Capítulo V. Fase Experimental II: Efectos en la edad adulta 
machos apoE4 y las hembras apoE3 usaron en mayor medida esta estrategia sólo en la 
primera sesión igualándose su uso en la novena sesión.  
 
En la última sesión también se observó un efecto general del genotipo [F(2,137)=7,869, 
p=0,001].  Particularmente, el uso de las estrategias aleatoria y serial se modificaron por 
influencia del genotipo: [F(1,153)=7,869, p<0,001, ƞ2=0,083] y [F(1,153)=7,869, p<0,001, 
ƞ2=0,080] respectivamente. En la Figura 46B se ilustra que los sujetos apoE4 continuaron 










































Figura 46. Uso de la estrategia de búsqueda aleatoria, serial y espacial en la primera y novena sesión de 
adquisición de la prueba del laberinto de Barnes. La ilustración de cada estrategia analizada (A), el efecto 
general del genotipo en cada estrategia (B) y la interacción del sexo y el genotipo sólo en la estrategia espacial 
(C). Diferencias entre genotipos están representadas con un asterisco, a p<0,05. 
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Capítulo V. Fase Experimental II: Efectos en la edad adulta 
Para observar cambios en la elección de la estrategia de búsqueda en cada grupo, se 
realizó un t-test de medidas relacionadas con la primera y la novena sesión (Figura 47, 
Figura 48). Así, se constató que un gran número de grupos disminuyeron el uso de la 
estrategia aleatoria significativamente, excepto el grupo de machos y hembras apoE3-
CPF1, todos los machos apoE4, y el grupo de hembras apoE4-CPF2 (Figura 47A). La 
estrategia serial sólo aumentó por el grupo de machos y hembras apoE4-CPF1 y las 
hembras apoE3-CPF1+CPF2 (Figura 47B). La estrategia espacial sólo aumentó en el 
grupo de machos apoE4-CPF1, y hembras apoE4 control, CPF2 y CPF1+CPF2 (Figura 
48). 
 
En resumen, el genotipo apoE3 mantuvo la estrategia de búsqueda serial, mientras que 
apoE4 mantuvo la aleatoria. Ambos sexos y genotipos se igualaron en la estrategia 
espacial en la sesión 9. Si bien el efecto de CPF depende del genotipo, el grupo y el 
tratamiento, tanto machos como hembras apoE3-CPF1 no presentaron un cambio 


























Figura 47. Uso de la estrategia de búsqueda aleatoria (A) y serial (B) en la primera y novena sesión de 
adquisición de la prueba del laberinto de Barnes. Diferencias en cada grupo entre sesiones representadas con 
un asterisco, a p<0,05. 
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Figura 48. Uso de la estrategia de búsqueda espacial en la primera y novena sesión de adquisición de la prueba 
del laberinto de Barnes. Diferencias en cada grupo entre sesiones representadas con un asterisco, a p<0,05. 
 
Retención 
Después de la novena sesión de adquisición, se realizó la retención de esta prueba. En 
esta última fase, con el fin de detectar diferencias en la memoria espacial de los sujetos, 
se analizó el tiempo en el cuadrante objetivo (Figura 49) y la exploración al agujero 
objetivo (frecuencia de entrada al agujero objetivo respecto a la frecuencia de entrada 
todos los agujeros). 
 
En primer lugar, se analizó el tiempo de permanencia en el cuadrante objetivo en relación 
con el tiempo medio de exploración en cada cuadrante (22,5 s). Aunque todos los 
grupos permanecieron más tiempo del esperado en el cuadrante objetivo, mediante un 
t-test de muestra única, se observó que ningún grupo CPF1 mostró una preferencia 
estadísticamente significativa por este cuadrante, ni tampoco las hembras apoE4 control, 
CPF2 y CPF1+CPF2 (Figura 49B). 
 
Mediante un MANOVA de las variables tiempo en el cuadrante objetivo y exploración 
al agujero objetivo se observó un efecto general del sexo [F(2,137)=3,643, p=0,029], del 
genotipo [F(2,137)=9,286, p<0,001] y una interacción del genotipo, el tratamiento 
postnatal y el tratamiento adulto [F(2,137)=3,446, p=0,035]. Concretamente, el tiempo 
en el cuadrante objetivo se modificó por el genotipo [F(1,153)=3,985, p=0,048, 
ƞ2=0,025], siendo los individuos apoE4 los que permanecen más tiempo (Figura 49B).   
La exploración al agujero objetivo varió en función del sexo [F(1,153)=7,282, p=0,008, 
ƞ2=0,039] y del genotipo [F(1,153)=18,638, p<0,001, ƞ2=0,100]. La Figura 50 ilustra que 
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tanto machos como individuos apoE4 frecuentan más el agujero objetivo. También, se 
observó una interacción genotipo, tratamiento postnatal y tratamiento adulto 
[F(1,153)=6,879, p=0,010, ƞ2=0,037]. Debido a esto, se realizó un ANOVA para analizar 
en detalle los grupos de tratamiento, en función del sexo y genotipo. En este análisis 
adicional, se observaron diferencias entre machos apoE3 [F(3,37)=2,966, p=0,046], 
aunque el análisis post-hoc no reveló diferencias significativas entre grupos. En la Figura 
50 se puede observar que los CPF2 y CPF1+CPF2 frecuentaron menos el agujero 
objetivo que el control y CPF1. No se encontraron diferencias entre machos apoE4, 
hembras apoE3 ni hembras apoE4. 
 
En resumen, los datos de la retención muestran que el tratamiento con CPF1 empeora 
el recuerdo, puesto que ningún grupo expuesto prefirió el cuadrante objetivo. En las 
hembras apoE4, CPF2 produce una mejora en el rendimiento de esta tarea. Por otra 
parte, si bien los machos exploran en mayor medida el agujero objetivo, esta conducta 















Figura 49. Esquema del cuadrante objetivo (CO) y el agujero objetivo (AO) (A) y tiempo en el cuadrante 
objetivo (B) de la fase de retención de la prueba del laberinto de Barnes. La línea discontinua en B representa 
el tiempo medio explorando cada cuadrante (22,5 s). Diferencias entre grupos de tratamiento con el tiempo 
medio representadas con un asterisco a p<0,05. 
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Figura 50. Exploración del agujero objetivo de la fase de retención de la prueba del laberinto de Barnes. 
Diferencia entre sexos está representada con el símbolo # a p<0,05. 
 
Actividad ChE 
La actividad ChE se determinó en plasma y en cerebro, en la corteza frontal y en 
estriado, en animales de 7 meses, después de 3 horas de ayuno (Figura 51). Mediante un 
MANOVA se observó un efecto del genotipo [F(3,71)=8,345, p<0,001], del tratamiento 
adulto [F(3,71)=1103,450, p<0,001], y una interacción entre el sexo y el tratamiento 
adulto [F(3,71)=16,455, p<0,001].  
 
Concretamente, la actividad ChE plasmática (Figura 51A) se modificó sólo por el 
tratamiento adulto [F(1,88)=3298,949, p<0,001, ƞ2=0,946]. Este factor explicó el 95% de 
la varianza. Adicionalmente, un análisis adicional mostró diferencias entre los distintos 
grupos de tratamiento [(3,88)=394,550, p<0,001]. CPF2 presentó una inhibición de un 
83,8% respecto al control, mientras que CPF1+CPF2 de un 79,6% respecto al CPF1. 
 
La actividad ChE en la corteza frontal (Figura 51B) también se alteró por el tratamiento 
adulto [F(1,88)=6,854, p=0,011, ƞ2=0,074]. Este factor sólo explicaría el 7,4% del efecto 
observado. Un ANOVA mostró diferencias entre grupos de tratamiento [(3,88)=3,130, 
p=0,030], indicando que la actividad ChE aumentó significativamente en el CPF2, con un 
32,3% respecto a la actividad del control.  
 
La Figura 51C muestra los resultados de la actividad ChE en estriado, la cual varió en 
función del genotipo [F(1,88)=6,966, p=0,010, ƞ2=0,060], del tratamiento adulto 
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[F(1,88)=12,691, p=0,001, ƞ2=0,111] y por una interacción entre el sexo, el genotipo y 
el tratamiento adulto [F(1,88)=4,004, p=0,048, ƞ2=0,035]. Estos datos indican que los 
sujetos apoE4 presentaron mayor actividad ChE que los sujetos apoE3 y que el 
tratamiento con CPF en adultos produce una disminución de la actividad ChE. Un análisis 
más detallado, en función del sexo y genotipo, mostró diferencias entre grupos de 
tratamiento de los machos apoE4 [(1,22)=13,867, p<0,001]. CPF2 presentó una 
































Figura 51. Actividad de la enzima colinesterasa (ChE) plasmática (A) en la corteza frontal (B) y en el núcleo 
estriado (C) al séptimo mes de vida. Diferencia entre genotipos está representada con el símbolo # y entre 
grupos de tratamiento con distintas letras a p<0,05.  
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2. Discusión 
 
En esta segunda fase experimental se estudiaron los efectos a largo plazo causados por 
una exposición temprana a CPF y la respuesta a una re-exposición de 8 semanas durante 




En nuestro estudio, los cambios de peso relacionados con la edad y el sexo se han 
mantenido de acuerdo a lo esperado, mostrándose un mayor peso a lo largo de los 
meses y un mayor peso en machos respecto a hembras. También, se ha observado que 
las hembras presentan en general un peso más estable que los machos. En relación al 
genotipo, los sujetos apoE3 han mostrado un peso superior a los apoE4, este dato 
concuerda también con la literatura existente. 
 
La proteína apoE es crucial en el metabolismo lipídico y la homeostasis energética  
(Hatters et al., 2006). Diversos estudios han concluido que la apoE humana puede 
desempeñar un papel importante en la regulación del peso corporal (Elosua et al., 2003; 
Volcik et al., 2006). A nivel empírico, se ha observado que apoE es importante para el 
acúmulo de la grasa corporal, las dietas ricas en grasas producen un mayor aumento de 
la grasa corporal y del tamaño de adipocitos en ratones wild type, que en un modelo de 
ratones knockout apoE (Gao et al., 2007; Karagiannides et al., 2008). Cada isoforma del 
genotipo apoE se ha relacionado con un índice de masa corporal, siguiendo el orden 
apoE2 > apoE3 > apoE4, en ambos sexos y a distintas edades (Reverte et al., 2013, 2012; 
Tejedor et al., 2014; Volcik et al., 2006), concordando con los presentes resultados. 
 
Por otro lado, los efectos del tratamiento  postnatal y adulto muestran efectos diferentes 
en función del sexo y del genotipo. En general, los grupos que recibieron tratamiento 
durante la edad adulta son los que muestran un mayor peso, siendo este efecto 
especialmente relevante en machos apoE4 y hembras apoE3. Los efectos del tratamiento 
postnatal no son tan evidentes, cabe destacar un menor aumento de peso en los sujetos 
apoE3 expuestos a CPF durante el periodo postnatal, que sería revertido por la re-
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exposición a CPF durante la vida adulta. En este sentido, apoE podría influir también en 
los efectos metabólicos producidos por CPF. En nuestro caso sólo los machos apoE4-
CPF1 venían arrastrando un peso superior. Un estudio de Lassiter and Brimijoin (2008) 
reveló un aumento similar en ratas machos, a causa de una exposición perinatal a CPF. 
Otros estudios han informado de aumentos de peso corporal causados por exposiciones 
a CPF en edad adulta (Ehrich et al., 2004; Meggs and Brewer, 2007; Peris-Sampedro et 
al., 2015a, 2015b). Desde hace años, la obesidad y la contaminación ambiental han sido 
vinculadas, relacionándose la exposición a determinadas sustancias y el aumento de peso 
(Baillie-Hamilton and Phil, 2002). Hallazgos recientes demuestran que tales sustancias, 
denominadas "obesógenos", aumentarían los depósitos de grasas y, por sus 
características lipofílicas, incrementarían su propia retención (Darbre, 2017). CPF 
aumenta la adiposidad tanto por exposición en edad temprana (Lassiter and Brimijoin, 
2008) como por exposición en edad adulta (Meggs and Brewer, 2007). Por lo tanto, se 
podría considerar a CPF como un obesógeno, capaz de inducir a la larga a un incremento 
de sus efectos adversos mediante un aumento de los depósitos de grasa. 
 
Igualmente, los cambios observados en el peso corporal desde el quinto a séptimo mes 
están relacionados con la ingesta. Así, el menor crecimiento observado en los machos 
apoE3-CPF1 se corresponde con un menor consumo de comida. Por lo cual, estos 
resultados podrían estar reflejando que una exposición a CPF en edad temprana podría 
alterar el metabolismo energético y/o las conductas alimentarias. Hasta la fecha, no 
existen estudios que muestren curvas de crecimiento más allá de los primeros 100 a 120 
días de vida, previa intoxicación a bajas dosis en el periodo de desarrollo (Lassiter and 
Brimijoin, 2008; Slotkin et al., 2005a).  
 
Siguiendo con el consumo de comida, todos los animales expuestos a la dieta 
suplementada con CPF aumentaron la ingesta dentro del periodo de re-exposición. En 
concordancia con estos resultados, los estudios de Peris-Sampedro et al. (2015a, 2015b) 
revelaron que el incremento de la ingesta es independiente del genotipo. Los autores 
relacionaron este efecto con un aumento de la grelina acilada en sujetos adultos 
expuestos a CPF (Peris-Sampedro et al., 2015b). Se sabe que la BChE en humanos 
desacila la grelina pudiendo modular indirectamente roles fisiológicos propios de esta 
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hormona, como la ingesta de comida (De Vriese et al., 2004). En ratones, la grelina es 
desacilada por la carboxilesterasa (Li et al., 2005) y a su vez la carboxilesterasa es inhibida 
por CPF (Cole et al., 2014; Cometa et al., 2007). Por lo cual, una exposición a CPF 
podría desencadenar un aumento de la ingesta de comida por el aumento de la grelina 
acilada.  
 
Si bien, el aumento de consumo de comida podría ser un mecanismo que estaría 
induciendo el incremento de peso corporal, el control del peso no es simplemente el 
resultado del balance entre el aporte y el gasto energético (Baillie-Hamilton and Phil, 
2002). De hecho, en dicho control participan múltiples mecanismos metabólicos y 
conductuales que permiten al cuerpo mantener un peso estable durante periodos de 
tiempo relativamente largos (Harris, 1990). Nuestros resultados sugieren que el 
tratamiento con CPF modificaría la homeostasis energética a lo largo de la vida, siendo 
más susceptible un genotipo por sobre otro. En ese contexto, los sujetos apoE3 
mostrarían más efectos tras una re-exposición, mientras que los machos apoE4 
expuestos a CPF durante la vida adulta incrementarían su peso, independiente del 
tratamiento postnatal recibido. En un estudio previo realizado en nuestro laboratorio,  
Peris-Sampedro et al. (2015a) observaron que los machos del genotipo apoE3 
aumentaban de peso por una exposición crónica a CPF 2 mg/kg/día a través de la dieta, 
siendo este efecto menor en apoE4. Esta discrepancia entre resultados, podría deberse 
a diferencias dentro de ambos protocolos, puesto que en nuestro estudio el grupo 
control fue expuesto a aceite de girasol, como vehículo, durante el periodo postnatal. 
Cabe la posibilidad de que esta exposición modificara parámetros metabólicos tanto en 
apoE3 como en apoE4. 
 
Glicemia 
La evaluación de la glicemia reveló que, en general, los machos presentaron glicemias 
mayores que las hembras. Con respecto al genotipo apoE, apoE4 presentó niveles 
superiores de glucosa en la sangre que los sujetos apoE3.  
 
Para garantizar la función normal del organismo, el cuerpo humano depende de un 
control estricto de sus niveles de glucosa en sangre. Esto se logra mediante la acción de 
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determinadas hormonas y neuropéptidos liberados principalmente desde el cerebro, el 
páncreas, el hígado, el intestino, así como también desde el tejido adiposo y muscular 
(Röder et al., 2016). En humanos, las mujeres presentan menores glicemias y mayores 
niveles de ácidos grasos libres en plasma después de un ayuno corto (Blaak, 2008) o 
prolongado (Soeters et al., 2007).  De igual modo, mujeres jóvenes y ancianas presentan 
menores concentraciones plasmáticas de glucosa, que hombres de las mismas edades 
(Basu et al., 2006). En nuestro estudio observamos diferencias entre machos y hembras 
en este mismo sentido.  
 
Igualmente, se observó un efecto del genotipo apoE sobre los niveles de glucosa en los 
ratones estudiados. En esta misma línea, varias investigaciones han demostrado que la 
glucosa en sangre es mayor en individuos portadores de apoE4 que apoE3 (Scuteri et 
al., 2005; Stiefel et al., 2001). Un estudio de Arbones-Mainar et al. (2008) reveló que 
ratones transgénicos portadores de la apoE4 se mantienen más delgados bajo una dieta 
rica en carbohidratos y grasas, pero comienzan a desarrollar antes una intolerancia a la 
glucosa que sus congéneres apoE3. Los autores también observaron que los adipocitos 
que expresan la apoE4 no son tan eficientes metabolizando los lípidos postprandiales y 
la glucosa (Arbones-Mainar et al., 2008). El tejido adiposo cumple una serie de roles, 
uno de ellos es el de proveer un correcto balance energético al organismo, si éste falla, 
se puede provocar una resistencia a la insulina, desencadenando cambios metabólicos 
importantes (Laclaustra et al., 2007; Ritchie and Connell, 2007). Un adipocito poco 
funcional en apoE4 podría contribuir a las diferencias observadas entre ambos genotipos.  
 
Por otro lado, aunque todos los grupos apoE expuestos a CPF durante la vida adulta 
muestran niveles altos de glucosa en sangre, el tratamiento con CPF sólo incrementó de 
forma significativa la glicemia en hembras apoE4 re-expuestas durante la edad adulta. 
Existen pocos estudios que hayan indagado el efecto de CPF sobre la homeostasis de la 
glucosa en edad adulta, y todos ellos muestran un incremento de la glicemia tras la 
exposición a CPF (Acker and Nogueira, 2012; Elsharkawy et al., 2013; Peris-Sampedro 
et al., 2015b). Recientemente, se ha publicado un trabajo donde se expone la alta 
prevalencia de diabetes en personas de una zona rural de la India directamente expuestas 
a OPs, entre ellos CPF (Velmurugan et al., 2017). Además, varios estudios indican que 
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la exposición a OPs causa hiperglicemia debido a la estimulación de la glucogenólisis y la 
gluconeogénesis en el hígado, provocando la liberación de glucosa en la sangre (Gupta, 
1974; Matin et al., 1990). Un trabajo de Elsharkawy et al. (2013) mostró que CPF, 
después de 3 meses de exposición, induce hiperglicemia y una alteración significativa en 
la distribución del glucógeno hepático. Los niveles de glucosa incrementados en nuestro 




El ratón es una especie altamente social. La interacción social y el reconocimiento de 
congéneres permiten establecer jerarquías o identificar nuevas parejas (Berry and 
Bronson, 1992). En nuestro estudio, la prueba de tres compartimentos de Crawley 
(Crawley, 2004; Moy et al., 2004) nos ha permitido valorar conductas de preferencia 
social, de reconocimiento o memoria social y de preferencia por la novedad. Esta prueba 
consta de tres fases que fueron analizadas de forma independiente. Una primera 
valoración general mostró una clara preferencia de los ratones por el estímulo social y 
por la novedad, de acuerdo con la conducta esperada en estos animales.  
 
Durante la primera fase de habituación al espacio nuevo, se observó una mayor actividad 
exploratoria por parte de los individuos apoE3. En la fase de socialización también fue 
este genotipo apoE3 el que presentó una mayor preferencia por el compartimento 
social. En tanto, en la fase de la novedad, también fue el genotipo apoE3 el que mostró 
más interés por el sujeto nuevo. Por otro lado, el tratamiento postnatal disminuyó las 
conductas de socialización y preferencia por la novedad sólo en el genotipo apoE3. A su 
vez, la re-exposición al tóxico produce en algunos casos un efecto contrario a la 
exposición postnatal.  
 
La actividad se analizó mediante las variables latencia de salida del compartimento central 
y el número de entradas a los compartimentos laterales. Este último parámetro mostró 
que, en general, apoE3 explora más la cámara en la habituación. En cambio, los individuos 
apoE4 presentaron una menor actividad, posiblemente porque la cámara les provocó 
cierto grado de ansiedad al ser un ambiente nuevo. Si bien, en algunos contextos la 
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ansiedad puede inducir a un aumento de la actividad para escapar del estímulo aversivo, 
en otros puede generar conductas de congelamiento o disminución de la actividad 
general (Pawlak et al., 2008). De hecho, diversos estudios han revelado que los ratones 
transgénicos apoE4 muestran niveles más bajos de actividad y un fenotipo más ansioso 
que los otros genotipos apoE (Meng et al., 2017; Reverte et al., 2014b, 2013, 2012; Siegel 
et al., 2012). Por lo que no se descarta que el primer contacto con la cámara de Crawley 
haya desencadenado altos niveles de ansiedad en estos sujetos.  
 
No obstante, en las siguientes fases, es apoE4 el genotipo que aumenta su actividad 
mientras que apoE3 disminuye su actividad inespecífica durante la fase social y de 
novedad y aumenta el tiempo de exploración en los compartimentos sociales. Esta 
conducta de apoE4 puede ser debida a su mayor nivel de ansiedad, ahora influida por los 
estímulos sociales.  
 
Sobre las dos variables de actividad analizadas, CPF contribuyó principalmente a las 
diferencias observadas en la latencia de salida en la fase de la novedad. Así, mientras que 
el tratamiento en edad adulta disminuyó el tiempo de salida del compartimento central 
en apoE4, el grupo apoE3-CPF1 mostró una latencia alta, igualándose a la manifestada 
por apoE4-control y apoE4-CPF1. Este resultado podría ser debido a una dificultad en 
el inicio de la acción, induciendo una reacción más lenta en apoE3, mediado por CPF1. 
En este sentido, se ha relacionado la exposición a plaguicidas OPs y enfermedad de 
Parkinson (Sánchez-Santed et al., 2016). Un síntoma característico en las personas con 
la enfermedad de Parkinson es la bradiquinesia, que es la lentitud en los movimientos 
voluntarios e involuntarios con una dificultad para comenzarlos y terminarlos, 
alterándose el tiempo de reacción frente a determinados estímulos (Akamatsu et al., 
2008; Mazzoni et al., 2007; Nakashima et al., 1993). Este síntoma está fuertemente ligado 
a una pérdida de neuronas dopaminérgicas en la sustancia negra, con la consecuente 
disminución del neurotransmisor a nivel de núcleo estriado (Hughes et al., 1992). 
Diversos estudios han revelado que CPF disminuye los niveles de dopamina en el núcleo 
estriado (Karen et al., 2001; Moreno et al., 2008; Savy et al., 2015; Slotkin et al., 2002), 
como también aumenta el metabolismo de este neurotransmisor después de una 
exposición postnatal (Eells and Brown, 2009). Por lo que no se descartaría una alteración 
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de los niveles de dopamina en este núcleo, por parte de CPF en los sujetos apoE3. Por 
otra parte, en un estudio anterior de nuestro laboratorio realizado en hembras, no se 
observaron diferencias en los niveles de dopamina en el núcleo estriado entre los 
diferentes genotipos apoE, aunque se encontró una disminución de dopamina en la 
corteza frontal de los ratones apoE4 (Reverte et al., 2016). Niveles bajos de dopamina 
en esta área se han asociado a pacientes con TDAH (del Campo et al., 2011). Por lo 
cual, se necesitarían más estudios para poder relacionar el retraso en el inicio del 
movimiento de los individuos apoE4, junto con el aumento de la actividad inespecífica, a 
posibles alteraciones del sistema dopaminérgico en la corteza frontal o en el estriado, o 
para relacionarlas con una conducta de congelamiento influenciada por ansiedad. 
 
La fase de socialización cuantifica el acto de acercarse y permanecer próximo a un 
congénere desconocido vs evitar este encuentro, prefiriendo otro ambiente con un 
estímulo no-social (Moy et al., 2004). En esta fase, el genotipo apoE3 prefirió el estímulo 
social más que apoE4. Hasta la fecha, no existen trabajos en los cuales se caracterice la 
interacción social y los diferentes genotipos apoE. Un comportamiento social normal 
revelaría una mayor preferencia por el estímulo social, lo que implica motivación social 
y un comportamiento de afiliación (Kaidanovich-Beilin et al., 2011). Por lo cual, la falta 
de interés en apoE4 indicaría un comportamiento social anormal, que difiere de lo que 
se observa en los ratones en general. En materia de comportamiento social, se tiene en 
cuenta que los portadores del genotipo apoE4 son más agresivos, esto se ha observado 
en humanos pacientes de EA (Craig et al., 2004; van der Flier et al., 2006) y en ratones 
transgénicos (Chan and Shea, 2007). El poco interés social podría conllevar a un 
aislamiento social, dando lugar a un aumento de la agresividad (Matsumoto et al., 2005; 
Yokota et al., 2016). Esta hipótesis podría ser estudiada en un paradigma donde se 
observaran las relaciones intra-grupo dentro del ambiente cotidiano, existiendo la 
posibilidad de que apoE4 presente algún tipo de aislamiento social.  
 
Cabe recalcar que según la evolución del genotipo apoE, apoE4 presenta el denominado 
gen ancestral en el género homo. Aunque, la isoforma apoE3 estaba presente en el Homo 
neanderthalensis, la predominancia de este genotipo en la población se produjo a partir 
del Homo sapiens (Corbo and Scacchi, 1999). Los antecesores del Homo sapiens llevaban 
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una vida nómada, expuestos a múltiples condiciones adversas. En cambio, con la 
economía agrícola del Homo sapiens aumentaron las comunidades y el sedentarismo, 
naciendo la necesidad de generar redes de apoyo para la colaboración mutua entre 
individuos de la misma especie (Corbo and Scacchi, 1999). En este contexto, el genotipo 
apoE3 podría resultar favorecido, no sólo por características metabólicas, sino también 
por características conductuales.  
 
La exposición a CPF1 provocó que apoE3 permaneciera más tiempo en el 
compartimento no social, a diferencia de sus pares del mismo genotipo. Contrario a 
nuestros resultados, Ricceri et al. (2003) no observaron efectos por una exposición a 
CPF, en la ventana postnatal tardía, sobre las conductas de afiliación social y/o conductas 
no sociales al DPN 45, en machos. Del mismo modo, otros análisis sobre la conducta 
social en machos y CPF no han podido revelar comportamientos anormales (De Felice 
et al., 2014; Mullen et al., 2013; United States Environmental Protection Agency - EPA, 
2014; Venerosi et al., 2012). Estas discrepancias pueden ser debidas a que el genotipo 
apoE, especialmente apoE3, confiera una mayor sensibilidad al tóxico. Así, los efectos 
que no han podido ser observados en un ratón wild type, si son posibles de observar en 
estos individuos. Por lo cual, para este tipo de análisis, el modelo transgénico utilizado 
en el presente estudio podría ser un buena herramienta para estudiar efectos sobre las 
conductas sociales después de exposiciones a CPF. 
  
El poco interés social que presenta apoE3-CPF1 está en línea con lo observado en la 
tercera fase del paradigma de Crawley. Cuando se analizó la preferencia por la novedad, 
este grupo fue el que presentó una menor preferencia por el individuo nuevo y mayor 
tiempo con el individuo conocido. Sorprendentemente, los individuos apoE3-
CPF1+CPF2 presentaron el efecto contrario, eligieron explorar el individuo nuevo antes 
que el conocido. A partir de nuestros resultados cabe resaltar varios puntos. En primer 
lugar, el efecto de CPF1 en apoE3 sobre la conducta social es relevante, y podría ser 
debida a múltiples cambios neuroquímicos, la dopamina y la motivación social y 
recompensa (Kohls et al., 2012), por alteraciones en el sistema serotoninérgico y su 
respuesta a las señales ambientales y sociales (Muller et al., 2016), por una variación en 
la expresión de las hormonas vasopresina y oxitocina y su función en la identificación 
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social (Young, 2002) o por la interacción entre el sistema serotoninérgico y estos dos 
últimos neuropéptidos (Thompson et al., 2007; Vacher et al., 2002). Además de los 
trabajos citados, otros estudios también revelan alteraciones de la señal dopaminérgica, 
mediadas por CPF en el núcleo estriado (Eells and Brown, 2009; Karen et al., 2001; 
Moreno et al., 2008; Savy et al., 2015; Slotkin et al., 2002). Numerosos estudios han 
descrito cambios significativos en la neurotransmisión serotoninérgica, por exposiciones 
a este insecticida en periodo prenatal y postnatal temprano (Aldridge et al., 2005a, 
2005b; Slotkin and Seidler, 2005), y postnatal tardío (Aldridge et al., 2004; Slotkin and 
Seidler, 2008). Asimismo, Tait et al. (2009) describieron una disminución en la expresión 
de vasopresina en machos expuestos a CPF en la ventana postnatal tardía. En segundo 
lugar, en concordancia con nuestros resultados, el trabajo de Karvat and Kimchi (2014) 
mostró que el aumento de ACh, mediante un tratamiento con donepezilo, un inhibidor 
reversible de la AChE, incrementa la preferencia por los encuentros sociales y mejoraba 
la interacción social en un modelo animal de autismo. Estos autores atribuyen este efecto 
a la mejora de la flexibilidad cognitiva, causada por el propio medicamento (Karvat and 
Kimchi, 2014). Si bien se conoce que el sistema colinérgico cumple un rol importante  
evaluando el valor que genera un nuevo estímulo ambiental (Pepeu and Giovannini, 
2004), se sabe poco sobre sus posibles implicaciones en conductas sociales. Por otro 
lado, nuestros resultados muestran que tras 15 días de una nueva exposición a CPF en 
edad adulta, el grupo apoE3-CPF1 respondió con una reversión de su desinterés por lo 
social y la novedad, presentando niveles similares que sus congéneres apoE3. Un reciente 
estudio de nuestro laboratorio observó que la inhibición ChE cerebral alcanzada por 
una exposición crónica a CPF es mayor en la primera semana que en la octava (Basaure 
et al., 2017), por lo que cabe esperar que, en estos 15 días, se obtuviera una inhibición 
ChE apta para producir un aumento de ACh en estos sujetos. Igualmente, este resultado 
sigue reforzando la evidencia de que apoE3 es el genotipo más afectado por exposiciones 
a CPF en edad adulta (Peris-Sampedro et al., 2016, 2015a). 
 
Aprendizaje y memoria espacial 
El aprendizaje y la memoria se estudiaron mediante la prueba de laberinto de Barnes, 
que permitió valorar la actividad a un ambiente nuevo durante la fase de habituación, el 
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aprendizaje durante la fase de adquisición y la memoria durante la fase de retención. En 
las tres fases analizadas se observó una fuerte influencia del genotipo en general y del 
tratamiento con CPF, en grupos específicos. Durante la habituación el sujeto apoE3, 
explora más el tablero completo, mientras que sus pares apoE4 se mantienen 
explorando más el espacio central. En tanto, la re-exposición a CPF afectó disminuyendo 
la actividad en general, efecto que sería más evidente en las hembras apoE4. 
 
La habituación se analizó para detectar diferencias en la actividad locomotora a lo largo 
de 15 min y el grado de ansiedad que les confería el tablero. Reverte et al. (2012) 
observaron, en una prueba de campo abierto, que los sujetos apoE3 exploraron más la 
zona central que apoE4 y apoE2, lo que se atribuyó a una menor ansiedad manifestada 
por apoE3. Asimismo, un reciente estudio ha evidenciado diferencias considerables entre 
genotipos apoE, en la actividad total y central en un campo abierto, observándose una 
mayor ansiedad en ratones jóvenes machos transgénicos apoE4, en comparación a apoE3 
(Meng et al., 2017). En el presente estudio, los ratones apoE4 exploraron en mayor 
medida el espacio central. En un campo abierto, la zona central es el espacio más 
desprotegido, sin resguardo para el animal, por lo cual la tendencia a permanecer cerca 
de las paredes es un claro signo de ansiedad (Choleris et al., 2001; Prut and Belzung, 
2003). En nuestro caso, es probable que los individuos apoE4 eviten la zona periférica, 
porque la consideren potencialmente peligrosa, ya que a diferencia de un campo abierto, 
el laberinto de Barnes no tiene paredes laterales y es un tablero elevado. De acuerdo 
con este punto, las observaciones de Hartman et al. (2001) sugieren que apoE4 
discrimina más rápido los potenciales peligros asociados a un espacio abierto que apoE3. 
Por otro lado, la zona periferia del laberinto de Barnes presenta a lo largo de todo el 
perímetro una serie de agujeros que podrían favorecer un mayor tiempo de exploración. 
En nuestro estudio, parece que los sujetos apoE3 muestran una mayor preferencia por 
la exploración de estos agujeros. Este dato estaría en concordancia con los resultados 
obtenidos en la prueba de Crawley, donde el genotipo apoE3 parece estar más 
interesado por la exploración de ambientes nuevos. Cabe remarcar que será difícil 
comparar nuestros datos de actividad con otros estudios que hayan utilizado otras 
pruebas como el campo abierto por las diferencias entre los aparatos utilizados. 
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Asimismo, las diferencias observadas entre sexos y entre genotipos en el espacio central 
podrían estar relacionados con un patrón de exploración distinto.  
 
El efecto de CPF fue específico para las hembras apoE4, CPF1 incrementó la distancia 
recorrida, mientras que CPF1+CPF2 la disminuyó. Estos resultados podrían estar 
sugiriendo que CPF altera la actividad y/o ansiedad sólo en las hembras de este genotipo, 
y que los efectos derivados de las exposiciones postnatales son distintos de los 
observados tras exposiciones en adultos. En estudios empíricos de exposiciones 
neonatales a CPF, donde se ha valorado ansiedad y actividad, los datos dependen del 
periodo de exposición. Así, se ha sugerido que una exposición prenatal incrementa la 
ansiedad (Braquenier et al., 2010; Venerosi et al., 2010) mientras que una exposición en 
la ventana postnatal tardía, la disminuye (Ricceri et al., 2006; Venerosi et al., 2008). En 
tanto, hay resultados contradictorios sobre el efecto en la actividad después de un 
tratamiento postnatal tardío, mientras algunos autores encuentran una mayor actividad  
en ambos sexos (Dam et al., 2000; Ricceri et al., 2003), otros muestran una disminución 
(Levin et al., 2001; Venerosi et al., 2008) y algunos no han observado diferencias (Ricceri 
et al., 2006). Estas inconsistencias entre resultados pueden ser debidas al uso de 
diferentes protocolos para estudiar actividad.  
 
A su vez, también existe un gran debate sobre exposiciones en edad adulta. En este caso, 
se ha informado que CPF aumenta o disminuye la actividad en función de la dosis 
administrada y el tiempo transcurrido entre la exposición y la valoración conductual 
(Peris-Sampedro et al., 2014; Salazar et al., 2011), diversos estudios no han encontrado 
diferencias a este nivel con dosis de 1 mg/kg/día por 5 días  (Savy et al., 2015), de 2 – 10 
mg/kg/día por 10 días (Chen et al., 2014) o de 5 mg/kg/día por 1 mes (Basaure et al., 
2017; Yan et al., 2012). Estas discrepancias con los presentes resultados, pueden ser 
debidas a que todos los trabajos mencionados han sido realizados sólo con machos, sin 
valoración del genotipo apoE. Asimismo, la respuesta observada en las hembras apoE4 
en esta ocasión fue sólo a causa de la exposición previa al tóxico.  
 
Durante la adquisición, se observó que el genotipo apoE3 presentó un mejor aprendizaje 
respecto apoE4. De hecho, CPF alteró las curvas de aprendizaje sólo de este genotipo. 
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Así, los machos apoE4-CPF2 mostraron el mejor rendimiento y las hembras apoE4-CPF1 
el peor. En tanto, la estrategia utilizada por ambos genotipos también fue disímil, apoE3 
eligió la serial y apoE4 la aleatoria y el tratamiento produjo que los tratados apoE3-CPF1 
no cambiaran su estrategia de búsqueda dentro de las 9 sesiones. Finalmente, en la 
retención, todos los grupos expuestos a CPF1 permanecieron un tiempo menor en el 
cuadrante objetivo. Sin embargo, el tratamiento en edad adulta provocó un mejor 
recuerdo en las hembras apoE4.  Por otro lado, si bien los machos exploraron en mayor 
medida el agujero objetivo, en los machos apoE3-CPF2 y CPF1+ CPF2 este parámetro 
disminuyó. 
 
Se observó un efecto importante del genotipo apoE en la adquisición. Los resultados 
previos de nuestro laboratorio han confirmado que machos y hembras apoE4 presentan 
un rendimiento deficiente en la adquisición de pruebas de navegación espacial en el 
MWM (Reverte et al., 2013) y el laberinto de Barnes (Peris-Sampedro et al., 2015a). 
Estos trabajos son uno de los tantos que evidencian, en modelos transgénicos, la 
influencia negativa del genotipo apoE4 sobre el aprendizaje (Bour et al., 2008; Hou et al., 
2015; Leung et al., 2012; Salomon-Zimri et al., 2014), confirmando las observaciones de 
estudios epidemiológicos en la misma línea de investigación (Berteau-Pavy et al., 2007; 
Greenwood et al., 2005; Mayeux et al., 2001; Nilsson et al., 2002; Reitz and Mayeux, 
2009; Wolk et al., 2010). De hecho, este deterioro en edades relativamente jóvenes ha 
sido referido en varios trabajos previos (Adeosun et al., 2014; Greenwood et al., 2005; 
Mayeux et al., 2001; Peris-Sampedro et al., 2015a; Reverte et al., 2013, 2012; Rodriguez 
et al., 2013). Algunos autores han sugerido que este déficit de apoE4 es debido a 
diferencias basales del sistema colinérgico (Blain et al., 2006; Marchant et al., 2010; 
Reverte et al., 2016; Yun et al., 2005), aunque otros estudios no han podido encontrar 
alteraciones a este nivel en el genotipo apoE4, ni en humanos (Corey-Bloom et al., 2000; 
Reid et al., 2001), ni en ratones transgénicos (Bronfman et al., 2000; Siegel et al., 2010). 
De igual manera, los presentes resultados se deben examinar con detención, puesto que 
en la adquisición los más afectados por CPF fueron los individuos del genotipo apoE4, 
por lo que el sistema colinérgico podría estar, en parte, modulando esta conducta. En 
efecto, los machos apoE4 presentaron una mejora de su rendimiento con la exposición 
a CPF en edad adulta. Esto podría confirmar la asociación entre este genotipo y un 
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sistema colinérgico disfuncional, siendo más evidente en los machos, dato que coincide 
con una mayor inhibición de la ChE cerebral en este subgrupo. Igualmente, no se pueden 
descartar otros posibles mecanismos y/o sistemas comprometidos en la mejora del 
desempeño en apoE4.  
 
A su vez, entre machos y hembras apoE4, los diferentes tratamientos de CPF modularon 
de manera específica el aprendizaje de cada sexo. CPF1 produjo que las hembras 
mantuvieran un peor rendimiento a lo largo de las sesiones, mientras que CPF1 no causó 
el mismo efecto en los machos. Estos resultados se pueden explicar por las diferencias 
innatas entre sexos para resolver tareas espaciales. Estudios en hembras han 
demostrado que son más susceptibles a los deterioros en la memoria espacial después 
de lesiones y bajo tratamientos farmacológicos (Hörtnagl et al., 1993; Kolb and Cioe, 
1996; Soleimani Asl et al., 2015).  
 
Los efectos adversos de las exposiciones perinatales a CPF sobre el aprendizaje espacial 
y la memoria de trabajo han sido ampliamente analizados en estudios epidemiológicos 
(Horton et al., 2012; Rauh et al., 2011; van Wendel de Joode et al., 2016) y empíricos 
(Aldridge et al., 2005a; Gómez-Giménez et al., 2017; Jett et al., 2001; Johnson et al., 
2009; Levin et al., 2002, 2001; Turgeman et al., 2011). En la bibliografía existente se hace 
énfasis en la selectividad que posee CPF para provocar efectos específicos en un sexo 
determinado. Es así como, en la mayoría de estudios empíricos citados se revela  que 
los machos presentan el peor rendimiento en pruebas como el laberinto radial de 8 
brazos por una exposición a 1 mg/kg/día de CPF en la ventana postnatal temprana 
(Aldridge et al., 2005a; Levin et al., 2001), a una dosis de 1,5 – 6 mg/kg/día desde el DPN 
1-20 (Johnson et al., 2009) y también por un tratamiento de 0,1 – 1 mg/kg/día de CPF 
desde el día prenatal 7 hasta el DPN 21 en un MWM (Gómez-Giménez et al., 2017). En 
las hembras el efecto fue una mejora en el rendimiento (Aldridge et al., 2005a; Johnson 
et al., 2009; Levin et al., 2001) o no se encontraron diferencias entre controles y tratadas 
(Gómez-Giménez et al., 2017). Si bien esta evidencia parece contradecirse con la 
nuestra, lo cierto es que ninguno de estos trabajos ha abordado el genotipo como un 
posible factor de modulación. Por lo cual, nuestros resultados podrían deberse a que el 
genotipo apoE modularía de manera diferencial los efectos de CPF, evidenciando una 
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clara vulnerabilidad en las hembras portadores del alelo ε4 para las exposiciones 
postnatales. Aunque todavía no está del todo claro el mecanismo concreto por el cual 
CPF provoca esta diferenciación entre sexos, es cierto que este insecticida interviene 
en la diferenciación neuronal, la sinaptogénesis y la expresión génica, afectando, además 
del sistema colinérgico, la transmisión serotoninérgica y dopaminérgica, de una manera 
sexo dimórfica (Aldridge et al., 2004; De Felice et al., 2014; Levin et al., 2001; Slotkin et 
al., 2005b, 2001; Venerosi et al., 2012).   
 
A su vez, la estrategia elegida como la más frecuente fue diferente entre genotipos 
durante la adquisición, aunque el uso de la estrategia espacial fue similar. La transición 
de usar estrategias no espaciales independientes del hipocampo, como la serial y la 
aleatoria, a la estrategia espacial dependiente de hipocampo, requiere utilizar las señales 
visuoespaciales externas para localizar la caja de escape (Harrison et al., 2006; O’Leary 
and Brown, 2012). Ahora bien, que la estrategia espacial no sea la más utilizada por los 
ratones, no necesariamente afectará el desempeño en la retención. De hecho, se ha 
observado un aumento de la estrategia serial por sobre la espacial en individuos 
controles sin problemas en la retención (Semenova et al., 2012; Yoder and Kirby, 2014). 
Nuestros resultados concuerdan con lo observado por Peris-Sampedro et al. (2015a), 
que señalaron una alta frecuencia en el uso de estrategias aleatorias por parte de los 
machos apoE4 y de la estrategia serial por machos apoE3. Rodriguez et al. (2013) 
sugieren que el pobre desempeño por parte de jóvenes ratones transgénicos apoE4 en 
el laberinto de Barnes se debe a que estos presentan una densidad dendrítica inferior en 
la corteza medial entorrinal, respecto los sujetos apoE3. Del mismo modo, es sabido 
que la navegación espacial depende, entre otras, de áreas como el hipocampo y la 
corteza entorrinal (Foster and Knierim, 2012; Lipton and Eichenbaum, 2008; Sasaki et 
al., 2015; Wolbers and Hegarty, 2010), por lo que se necesitaría investigar si entre apoE3 
y apoE4 existen más diferencias en tales regiones, a nivel molecular, morfológico, o 
electrofisiológico. 
 
Por otra parte, la retención de la prueba se realizó 24 h después de la última sesión de 
adquisición, donde todos los grupos expuestos postnatalmente a CPF presentaron una 
mala retención. A su vez, las hembras apoE4-CPF2 mostraron una mejor retención, en 
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comparación a los otros grupos de tratamiento. Salazar et al. (2011) observaron en un 
modelo transgénico de la EA una mejora en la retención del MWM por un tratamiento 
agudo de CPF. Por lo que se podría plantear la posibilidad que CPF en este caso, en las 
hembras apoE4 podría mejorar la retención debido a una sobreestimulación colinérgica, 
bajo el supuesto de que apoE4 posea un sistema colinérgico hipofuncional. Algo similar 
pasaría con los sujetos expuestos a CPF durante el periodo postnatal, ya que todos estos 
presentan un déficit en la retención que será revertido por la re-exposición en edad 
adulta. De hecho, en un estudio previo, nosotros sugerimos que el efecto beneficioso 
agudo que se observa con la rivastigmina -un inhibidor de la ChE- viene dado por el 
estado colinérgico intrínseco del individuo (Basaure et al., 2017).  
 
Con respecto al número de visitas al agujero objetivo, los machos apoE3-CPF2 y 
CPF1+CPF2 presentaron una menor frecuencia. Peris-Sampedro et al. (2015a) 
observaron este mismo efecto en machos apoE3 expuestos a CPF en edad adulta, con 
la misma dosis utilizada en el presente trabajo. Por lo que ambos estudios podrían ser 
compatibles, avalando la idea previa de que CPF en edad adulta produciría un deterioro 
en la memoria de los individuos apoE3. Asimismo, se reforzaría la evidencia del daño 
cognitivo que supone un tratamiento crónico en bajas dosis de CPF, en sujetos que no 
presentan un déficit previo del sistema colinérgico (Basaure et al., 2017; López-Granero 
et al., 2016; Yan et al., 2012). Importante recalcar que en este parámetro se observó un 
fuerte efecto del sexo. Existen estudios que confirman que los machos, en este 
paradigma en particular, reiteran las visitas al agujero objetivo sin explorar los otros 
(O’Leary and Brown, 2012, 2009). Los autores de estos trabajos sugieren que esta 
conducta perseverativa la mantienen, no porque posean una memoria espacial más 
precisa, sino porque los machos presentarían una perseveración espacial más alta que 
las hembras (O’Leary and Brown, 2012). Para comprobar esta suposición sería necesario 
realizar un entrenamiento revirtiendo el sitio de la caja de escape. Recientes estudios 
han propuesto variados mecanismos de modulación sobre esta conducta, como por 
ejemplo el sistema glutaminérgico asociado al funcionamiento de la corteza prefrontal 
medial (Jett et al., 2017), el metabolismo de la serotonina (5-HT) disminuido y el 
receptor 5-HT2A en la corteza orbitofrontal (Barlow et al., 2015) y la correcta regulación 
colinérgica del estriado (Prado et al., 2016). Puesto que en otras investigaciones hemos 
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observado que la ausencia de control inhibitorio de las hembras apoE4 es revertida por 
un mes de CPF en edad adulta (Peris-Sampedro et al., 2016; Reverte et al., 2016) y en 
este caso no se observaron diferencias entre las hembras apoE4 en la frecuencia de 
visitas al agujero, nosotros no vemos tan claro que este parámetro mida una respuesta 
perserverativa, de hecho podría estar respondiendo a otras conductas como la 
estrategia de búsqueda. 
 
En conclusión, los presentes resultados revelaron que apoE3 adquiere bien la tarea 
espacial, mientras que apoE4 presenta un mal rendimiento. Sin embargo, CPF2 produce 
una mejora en la adquisición en los machos y una mejora en la retención de las hembras 
de este genotipo. En tanto, CPF1 empeora la retención en todos los grupos expuestos. 
Estos resultados refuerzan la idea de los efectos perjudiciales de las exposiciones 
tempranas a CPF y la existencia de interacciones entre la exposición a CPF el genotipo 
apoE y el sexo.   
 
Actividad ChE 
La actividad ChE plasmática y cerebral en sujetos adultos no se modificó por la 
exposición postnatal, de manera que parece poco probable que esta variable pueda estar 
relacionada con los efectos observados a largo plazo.  
  
Por otro lado, una exposición moderada de 8 semanas a CPF en adultos (CPF2) produjo 
una inhibición significativa de la actividad ChE plasmática.  En un reciente estudio 
observamos que a las 8 semanas de una exposición en edad adulta a CPF la actividad de 
esta enzima descendía de forma importante a un 18,7% (Basaure et al., 2017), pero las 
dosis fueron superiores a las utilizadas en este estudio. La ChE plasmática de los 
roedores es la suma de AChE y BChE en igual proporción, sin embargo se ha 
demostrado que BChE es más sensible al efecto inhibidor de CPO en estudios in vivo 
como in vitro, por lo que se estima que la inhibición observada en la ChE plasmática en 
ratas y ratones es mediada principalmente por BChE (Timchalk et al., 2006).  
 
A nivel cerebral la actividad ChE también se afectó por el tratamiento de CPF en edad 
adulta, sin embargo el efecto observado en la corteza frontal es contrario a lo esperado. 
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En esta área, la actividad ChE aumentó un 32,3% en el grupo expuesto a CPF2 respecto 
al control. Este incremento en la actividad podría ser debido a una inducción de la enzima 
como consecuencia de la inhibición mantenida por una exposición crónica CPF a dosis 
moderadas. Esta posible inducción de la enzima se ha observado en otro estudio, en 
cerebro anterior y posterior en el transcurso de una exposición postnatal (Oriel and 
Kofman, 2015). Además, otro estudio reveló que altas dosis de CPF aumentaban los 
niveles de AChE en cerebro anterior, hipocampo, cerebelo y cerebro completo, 
acompañada de una disminución de la actividad después de 4 semanas de exposición 
diaria vía oral (Chiappa et al., 1995). En este sentido, Peris-Sampedro et al. (2016) 
observaron una inhibición ChE en la corteza frontal de un 24%, independientemente del 
genotipo apoE, después de 1 mes de exposición a CPF. Este efecto, en la misma área, ha 
sido detectado por otros investigadores, a los 14 y 30 días de exposición (Middlemore-
Risher et al., 2010). También se ha demostrado que diversos OPs, incluido CPF, pueden 
provocar una inducción de la AChE plasmática después de la inhibición de la misma 
(Duysen and Lockridge, 2011). AChE se ha relacionado con diversas funciones aparte 
de las catalíticas, como por ejemplo la regulación de la apoptosis (Soreq and Seidman, 
2001). Por lo que es importante una investigación adicional para explorar con mayor 
precisión esta inhibición y posible inducción, y los cambios conductuales relacionados. 
 
Por otra parte, cabe destacar que las diferencias observadas entre genotipos, son a nivel 
del cuerpo estriado, donde el genotipo apoE4 presenta en general una mayor actividad. 
Además es precisamente en este genotipo donde el tratamiento CPF2 provoca una 
inhibición significativa de la actividad ChE. La diferencia entre genotipos y la actividad 
AChE ya se había confirmado en un estudio con humanos de mediana edad  (Eggers et 
al., 2006) en los cuales se detectó una alta actividad cortical de esta enzima en apoE4 
homocigotos y heterocigotos. Asimismo, el uso de anticolinérgicos empeora varias 
funciones cognitivas en portadores apoE4 (López-Álvarez et al., 2015; Pomara et al., 
2004). Las diferencias observadas en el aprendizaje espacial por parte de ambos 
genotipos podrían estar vinculadas, en cierta medida, a los altos niveles de ChE que 
presenta apoE4 en el estriado. Asimismo, es interesante que sólo en este grupo de 
individuos se observara un descenso importante de la actividad de esta enzima, como 
consecuencia de la exposición a CPF. Probablemente, apoE4 es un genotipo con un 
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sistema colinérgico más sensible a los efectos colinérgicos. En este sentido, se ha 
observado que la nicotina produce una mejora cognitiva en personas portadoras del 
genotipo apoE4 (Evans et al., 2013). Pese a esta evidencia, todavía no se observa una 
correlación entre mejora cognitiva y tratamiento con inhibidores de la ChE, en pacientes 
de EA portadores del alelo ε4 (Haywood and Mukaetova-Ladinska, 2006).  
 
En conclusión, entre genotipos existen diferencias metabólicas y una clara disparidad en 
las conductas sociales, la actividad, el aprendizaje y la memoria espacial, que contribuirían 
a una vulnerabilidad distinta hacia CPF. En este sentido, apoE4 se vería más afectado por 
el insecticida sobre el peso corporal y la glicemia, manifestando diferencias entre ambos 
sexos. Igualmente, CPF en edad adulta aumenta la ingesta de comida en todos los sujetos. 
Con respecto a las conductas sociales, la exposición del insecticida en edad temprana 
disminuiría el interés sobre los estímulos sociales, sólo en el genotipo apoE3, siendo este 
efecto revertido por una re-exposición en edad adulta. Por otra parte, CPF en periodo 
postnatal afectaría el aprendizaje de las hembras apoE4 y la memoria en todos los 
sujetos, y a su vez CPF en edad adulta mejoría el aprendizaje en los machos apoE4 y la 
memoria de las hembras de este genotipo. La actividad enzimática en estriado es 
diferente entre ambos genotipos, pudiendo ser la causa para los efectos específicos de 
CPF en cada genotipo. En conjunto, estos resultados estarían demostrando que CPF 
manifiesta sus efectos de forma distinta dependiendo del genotipo apoE y del sexo, 
existiendo una diferencia importante entre las consecuencias de una exposición 
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El propósito de esta tesis doctoral fue estudiar la influencia del genotipo apoE sobre los 
efectos provocados por una exposición temprana a CPF, siendo evaluados a corto, 
medio y largo plazo. También se evaluó la influencia del sexo y la respuesta a una re-
exposición durante la edad adulta.  
 
En este capítulo los resultados se discuten en conjunto, para ofrecer una idea general 
acerca de la repercusión de la exposición a CPF en distintos momentos de la vida, en 
los cambios físicos, bioquímicos y conductuales que induce. Al final se indican las 
limitaciones del estudio y las posibles líneas de investigación a seguir en un futuro. 
 
1. Discusión general 
 
A lo largo de esta investigación, se observó que los genotipos apoE3 y apoE4 presentan 
diferencias a todos los niveles estudiados desde el nacimiento. Los periodos de 
desarrollo y crecimiento requieren el aporte de cantidades suficientes de lípidos que 
serán incorporados a las membranas celulares y, además, cumplirán múltiples funciones 
de señalización (Ohvo-Rekilä et al., 2002; Woollett and Heubi, 2000). Por tanto, no es 
de extrañar que los individuos que difieran en su eficiencia para el transporte y 
distribución de lípidos puedan presentar diferencias en estas etapas. En la ventana 
prenatal temprana, la madre es la que vehiculiza el colesterol que necesita el feto para 
su desarrollo. No obstante, en el último periodo prenatal, el feto es capaz de sintetizar 
su propio colesterol para satisfacer las demandas estructurales propias de la etapa del 
desarrollo (Herrera, 2002). En este sentido, nuestro estudio mostró diferencias en el 
tamaño de la camada, en el peso fetal al nacimiento, en el incremento de peso en las 
hembras durante el periodo postnatal temprano y en la maduración física, 
concretamente en la apertura de ojos. Si bien, el tamaño de la camada es un factor 
importante en el crecimiento, el mayor incremento de peso en hembras apoE3 sugiere 
un efecto importante de este genotipo, que podría estar ligado a diferencias en la 
distribución y/o metabolismo lipídico en el organismo (Woollett and Heubi, 2000). 
 
Por otra parte, se observaron efectos generales de la exposición a CPF durante el 
desarrollo como el retraso en la apertura de ojos, las habilidades neuromotores y el 
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desarrollo sexual de los machos. En un estudio que utilizó dosis de CPF similares a las 
usadas en nuestro estudio durante el periodo prenatal, mostraron retrasos a largo plazo 
en las habilidades neuromotoras (Abou-Donia et al., 2006). En conjunto, estos datos 
sugieren efectos permanentes sobre estructuras relacionadas con el control motor que 
deberían ser estudiadas de forma más específica. Estos cambios en periodo postnatal 
reforzarían las evidencias respecto a la vulnerabilidad que presenta la población infantil 
a distintos tóxicos medioambientales (Au, 2002; Grandjean and Landrigan, 2014; Perera 
et al., 2006), entre ellos este insecticida (Li et al., 2012; Moser et al., 1998; United States 
Environmental Protection Agency - EPA, 2014). 
 
Las diferencias entre genotipos y entre sexos se han manifestado a lo largo de las dos 
fases experimentales en las distintas variables estudiadas, siendo el genotipo un factor 
que ha contribuido de forma importante a las diferencias observadas. En este sentido, el 
genotipo afectó el peso a lo largo de las dos fases experimentales, los ratones apoE3 
presentaron un peso superior a los apoE4, desde la etapa post-destete en hembras y a 
partir del quinto mes de vida en machos. Sobre esto, diversos estudios epidemiológicos 
han avalado que portadores del genotipo apoE4 presentan una menor masa corporal 
(Elosua et al., 2003; Rodríguez-Carmona et al., 2014; Tejedor et al., 2014; Volcik et al., 
2006). Esto ha sido observado además en numerosas investigaciones realizadas con 
ratones transgénicos (Arbones-Mainar et al., 2016, 2008; Huebbe et al., 2015; Reverte 
et al., 2013, 2012; Segev et al., 2016). En esta línea, se ha comprobado que ambos 
genotipos poseen perfiles metabólicos diferentes, apoE3 acumula más tejido adiposo 
blanco y muestra un aumento de peso superior que apoE4, y estos últimos utilizan los 
lípidos como fuente de combustible, en mayor medida (Arbones-Mainar et al., 2016). 
Este mecanismo podría explicar diferencias en el peso corporal que se han observado 
en la gran mayoría de trabajos. Al mismo tiempo, la exposición a CPF en periodo 
postnatal provocó en el peso corporal diferentes efectos a largo plazo, en ambos 
genotipos. Así, los machos apoE4 tratados mantuvieron un peso superior que sus 
respectivos controles desde el tercer mes de vida, mientras que los machos apoE3 
expuestos no mostraron este efecto. Aun con esta interacción entre genotipo y CPF, 
apoE3 continuó presentando un mayor peso que apoE4. Tal y como sugieren Slotkin et 
al. (2005a), cabe la posibilidad que la exposición a CPF en edades tempranas desencadene 
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efectos metabólicos a largo plazo sexo-dimórficos, siendo los machos la población más 
vulnerable frente a estos. Es especialmente importante el aumento de peso provocado 
por la exposición en edad adulta, en machos apoE4. A su vez, en todos los casos la 
exposición en edad adulta se ha acompañado de un incremento en la ingesta de comida, 
lo cual sugiere que una exposición más larga podría mostrar diferencias también en los 
otros grupos. Además, de los posibles cambios metabólicos asociados a las exposiciones 
con CPF, consideramos importante valorar posibles efectos a nivel de SNC que afecten 
a la conducta alimentaria.  
 
Asimismo, ambos genotipos presentaron también diferencias en la expresión génica de 
varios marcadores hepáticos, apoE3 presentó mayor expresión de BChE y PON1. 
Puesto que, en ratones y ratas, estas enzimas alcanzan los niveles de adulto al finalizar el 
primer mes de vida (Moscovitz and Aleksunes, 2013) estas diferencias se podrían 
mantener a lo largo de la vida. Deberíamos estudiar hasta qué punto estas diferencias 
en expresión se relacionan con diferencias en actividad.  Si esto es así, estaríamos frente 
a dos fenotipos con diferente capacidad para metabolizar CPF. Curiosamente, la 
exposición a CPF en periodo postnatal, a pesar de provocar una inhibición importante 
de la actividad ChE plasmática, no modificó la expresión génica de ninguna de estas dos 
enzimas. Sin embargo, CPF modificó la expresión del resto de paraoxonasas, 
presentando interacciones específicas con el genotipo apoE. En efecto, los individuos 
apoE3 fueron los más afectados por las consecuencias inmediatas de la exposición 
postnatal, ya que aumentaron la expresión de PON2 y PON3. Dado que PON2 y PON3 
ejercen importantes funciones protectoras frente al estrés oxidativo (Furlong et al., 
2016), un incremento en su expresión podría reflejar una respuesta al daño oxidativo 
generado por el tratamiento con CPF. En este sentido, la menor respuesta en apoE4 
podría suponer un sistema de defensa menos eficiente, o bien, un menor efecto del 
tratamiento. Esto último sería compatible con un sistema colinérgico hipofuncional en 
apoE4 y por tanto con menor margen para la sobreestimulación provocada por CPF. 
Otro aspecto interesante es la relación encontrada entre los niveles de expresión de 
PON3 y la adiposidad (Furlong et al., 2016). Así, se debería explorar mejor si esta 
relación se observa en adultos con respecto a las diferencias de peso observadas en 
nuestro estudio.   
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Por otro lado, también se observaron diferencias entre genotipos sobre la actividad de 
la ChE cerebral tanto en edad temprana como en adultos, en ambos casos apoE4 
presenta mayor actividad ChE. La actividad ChE cerebral no se modificó por el 
tratamiento postnatal, pero la exposición en adultos provocó una disminución de la 
actividad ChE en el estriado, sólo en machos del genotipo apoE4. De acuerdo con los 
resultados de actividad en cerebro, en edades tempranas, no observamos cambios en la 
expresión de las isoformas AChE-S o AChE-R debidas al tratamiento, pero si 
observamos un incremento de la expresión de la isoforma AChE-R y una disminución 
de la isoforma AChE-S en apoE4. Se ha sugerido que la AChE presenta funciones no 
catalíticas, desempeñando un rol importante en la formación de neuritas, la 
sinaptogénesis y la adhesión celular durante el neurodesarrollo (Abreu-Villaça et al., 
2011; Soreq and Seidman, 2001; United States Environmental Protection Agency - EPA, 
2014). Por lo que algunas de las disimilitudes entre genotipos, observadas a lo largo del 
desarrollo, podrían ser debidas a diferencias en la actividad ChE o expresión de las 
isoformas AChE. Asimismo, cabe la posibilidad de que las diferencias observadas entre 
apoE3 y apoE4 en la expresión génica de ambas isoformas de la AChE se mantengan a 
lo largo de la vida, pudiendo ser un biomarcador de estrés crónico para los portadores 
de apoE4. Por ejemplo, en situaciones de estrés se ha observado que la isoforma AChE-
R aumenta en corteza, hipocampo, estriado y cerebelo en mamíferos sanos (Dori et al., 
2011; Kaufer et al., 1998; Pick et al., 2004), sugiriéndose que ésta ejerce un papel 
neuroprotector (Soreq and Seidman, 2001; Zimmerman and Soreq, 2006). En un estudio 
reciente se ha evidenciado que la actividad AChE en estriado y la expresión de AChE-R 
aumentan en condiciones de estrés crónico (Valuskova et al., 2017).  
 
Paralelamente, CPF alteró el sistema colinérgico en función del genotipo. La expresión 
del VAChT disminuyó como causa del tratamiento postnatal en todos los individuos 
apoE3. Además, este efecto se siguió observando 15 días después del tratamiento. Varios 
estudios han valorado la influencia de una disminución del VAChT sobre la conducta. 
Uno de ellos reveló déficits en la memoria de reconocimiento de objetos y memoria de 
reconocimiento social en ratones knockout con una reducción del 40% de la expresión 
del VAChT (Prado et al., 2006). Otro reveló que una ablación del VAChT en el 
prosencéfalo causaba hiperactividad y déficit en la adquisición en pruebas de memoria 
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espacial (Martyn et al., 2012). Ambas investigaciones han sugerido que el tono 
colinérgico está fuertemente ligado a los niveles de esta proteína y que, por tanto, sería 
un componente fundamental para el curso normal de ciertos procesos cognitivos (Prado 
et al., 2013). En nuestro caso, los efectos de CPF sobre la expresión del VAChT se 
mantuvieron por 15 días. Si esto continuara en el tiempo, es esperable que el tono 
colinérgico en los sujetos apoE3 tratados sea diferente al de los controles durante un 
largo periodo, y que por medio de una re-exposición a CPF éste se equilibraría. Esta 
serie de sucesos podrían estar en línea con lo observado en la prueba de conducta social, 
puesto que el tratamiento postnatal afectó la preferencia por las interacciones sociales 
en los machos apoE3, revirtiendo este comportamiento tras recibir un nuevo 
tratamiento de 15 días de CPF. Por lo que se podría sugerir que el VAChT es una diana 
para la toxicidad de CPF que traería como consecuencia deterioro a nivel de cognición 
social sólo en los individuos apoE3, puesto que en apoE4 no se observaron los efectos 
sobre este marcador, como tampoco efectos en las conductas sociales. 
 
Importante recalcar que la señal colinérgica es fundamental en la formación y 
consolidación de la memoria espacial (Brazhnik et al., 2003; Deiana et al., 2011) y en la 
evaluación de un estímulo cuando un individuo es expuesto a una situación nueva (Pepeu 
and Giovannini, 2004). Ambos procesos están profundamente relacionados con los 
comportamientos valorados en este trabajo, por lo que no se descarta que el sistema 
colinérgico contribuya o sea reflejo de las diferencias entre genotipos. Así, mediante la 
prueba tres compartimentos de Crawley se observó que los machos apoE3 presentan 
un mayor nivel de interacción social y preferencia por la novedad, mientras que los 
apoE4 no manifiestan una clara disposición hacia un encuentro social o a la exploración 
de un ambiente nuevo. A su vez, en el laberinto de Barnes, tanto machos como hembras 
apoE4 presentaron una peor adquisición respecto a apoE3; no obstante, sólo en las 
hembras se distinguió un evidente deterioro en la memoria espacial. Puesto que las dos 
pruebas realizadas en el transcurso de este estudio evalúan conductas diferentes, estos 
resultados fortalecen la idea de que el genotipo apoE genera diferencias conductuales 
(Meng et al., 2017; Peris-Sampedro et al., 2016; Reverte et al., 2016, 2014b, 2013, 2012; 
Siegel et al., 2012).  
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Además, CPF también afectó el aprendizaje y memoria espacial, sin embargo, los efectos 
del tratamiento postnatal y en edad adulta, variaron en función del genotipo y del sexo. 
El tratamiento en edad adulta mejoró el rendimiento en la adquisición de los machos 
apoE4, mientras que el tratamiento postnatal promovió un empeoramiento en las 
hembras apoE4. En la retención, ningún ratón tratado en edad temprana recordó la 
tarea, mientras que el tratamiento en edad adulta favoreció la memoria de las hembras 
apoE4. Con respecto a las exposiciones postnatales a CPF, Qiao et al. (2003) sugirieron 
que éstas ejercían cambios de inicio retardado en distintos componentes de la 
transmisión colinérgica, independientemente de la inhibición de AChE, expresándose a 
largo plazo a nivel cognitivo. Por lo que no se deben descartar que otros elementos de 
este sistema se alteren por CPF, pudiendo ser mecanismos claves para explicar el 
deterioro sobre el aprendizaje en las hembras apoE4 y la memoria en todos los sujetos. 
En referencia a la exposición en edad adulta, el efecto inmediato se estaría evidenciando 
en mayor medida en apoE4, mejorando la ejecución en las tareas de aprendizaje y 
memoria. 
 
Como hemos podido observar a lo largo de las dos fase experimentales las diferencias 
entre sexos han sido importantes y han presentado interacciones con el genotipo apoE, 
aunque hay pocos estudios que analicen estas diferencias. Así, existe una gran falta de 
información acerca de los efectos que diversos contaminantes medioambientales pueden 
provocar sobre la salud de las mujeres. A nivel empírico, los estudios en el campo de la 
neurotoxicología se realizan principalmente con machos al considerarse el ciclo 
hormonal propio de las hembras un factor que puede incidir en los datos obtenidos 
(Mitsushima, 2010; Weiss, 2011). A su vez, numerosos estudios han revelado que 
exposiciones a CPF en edades tempranas desencadenan efectos específicos en ambos 
sexos a largo plazo, tales cambios han sido observados en la señalización intracelular 
(Meyer et al., 2004), neuroquímico (Aldridge et al., 2004), neuroendocrino (Tait et al., 
2009) y conductual (Gómez-Giménez et al., 2017; Venerosi et al., 2012) y aun así, se 
desconocen los mecanismos implicados en estos efectos de CPF específicos según el 
sexo. Por lo cual, los resultados de esta tesis doctoral avalan la necesidad de valorar 
ambos sexos, profundizando en la importancia de la vulnerabilidad presente en cada 
subpoblación hacia diversos agentes nocivos. 
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En conclusión, este estudio ha identificado que el rango de edad que va desde el DPN 
10-15 es una ventana temporal específica para que un tóxico como CPF desencadene 
efectos nocivos sobre la salud. Tales efectos, a nivel bioquímico y a corto plazo se 
manifestarían en los portadores de apoE3, y a largo plazo sobre la ingesta de comida, 
conductas sociales, memoria espacial y peso corporal. Una re-exposición a CPF potencia 
o antagoniza estos efectos. En apoE4, los efectos de la exposición postnatal son más 
evidentes en el peso corporal a medio y largo plazo, especialmente en los machos; y la 
exposición en edad adulta supondría una mejora a nivel de aprendizaje y memoria 
espacial. Por lo cual, cada población exhibe una vulnerabilidad distinta frente al tóxico, 
dependiendo de la edad de exposición, en función de su sexo y genotipo. 
 
2. Limitaciones y futuras direcciones 
 
Este estudio ha sido el primero en entregar información respecto a la influencia del 
genotipo apoE sobre los efectos de una exposición a CPF en periodo postnatal. Por este 
motivo, se quiso abarcar una gran cantidad de contenidos realizando un sondeo a 
distintos niveles: físicos, bioquímicos y conductuales, durante los primeros 7 meses de 
vida de los ratones. A pesar de los resultados obtenidos, en el transcurso del estudio se 
encontraron diversas limitaciones. Por lo que es necesario abordarlas con la idea de 
ampliar el conocimiento en un futuro. 
 
En primer lugar, no se evaluó la expresión génica de los receptores nAChRs y el 
recaptador de colina. Estos marcadores podrían haber dado más información sobre la 
modulación del genotipo apoE en los efectos de CPF sobre el sistema colinérgico y, más 
aún, podrían dilucidar diferencias entre apoE3 y apoE4. Si bien, se tuvo en mente la 
evaluación de los receptores nAChRs α7 y α4, ésta no se pudo concretar por costo. 
Debido a los resultados obtenidos, vemos sumamente necesario seguir profundizando 
en el sistema colinérgico de ambos genotipos. Por lo cual, se deberían valorar, en varios 
periodos de la vida, niveles de proteína, funcionalidad, actividad de ChAT y unión a 
receptores, caracterizando en su totalidad las posibles disimilitudes. 
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En segundo lugar, no se realizó la comparación de la expresión génica entre un ratón 
wild type y el modelo transgénico apoE. Debido al tiempo que supone la mantención de 
camadas en periodo postnatal y el costo de agregar otro grupo experimental, se nos 
hizo imposible incluirlo en esta tesis doctoral. Sin embargo, tenemos en cuenta la 
importancia de caracterizar el genotipo apoE desde la base de la cepa C57BL/6. Frente 
a esto, pretendemos analizar las paraoxonasas en hígado y los diversos marcadores del 
sistema colinérgico en ambas cepas, en un futuro.  De igual modo, la idea de que ambos 
genotipos presenten distintos fenotipos metabolizadores para CPF podría valorarse en 
profundidad, determinando la expresión, actividad y niveles de PON1 y BChE a distintos 
periodos de la vida. 
 
En tercer lugar, no se caracterizaron las conductas sociales de las hembras. Si bien, el 
estudio longitudinal inicial planteaba la evaluación de ambos sexos, fue imposible implicar 
a las hembras en la prueba social, puesto que no se llegó a completar cada grupo de 
tratamiento para este experimento. La caracterización del genotipo apoE sobre estas 
conductas debe ser completa, por lo que vemos necesario agregar a las hembras en esta 
prueba.  
 
Frente a los resultados obtenidos, también emergen otras propuestas:  
1. Los presentes resultados sobre el peso corporal de los individuos apoE3 y apoE4, 
después de una exposición a CPF en edad adulta no se asemejan a lo informado por 
Peris-Sampedro et al. (2015a). Esta discrepancia entre estudios del mismo laboratorio 
podría ser debida a diferencias en ambos protocolos, por lo que vemos necesario valorar 
las diferencias de tres grupos, incluyendo un grupo sin vehículo: control-sin aceite-
periodo postnatal, control-aceite-periodo postnatal, y CPF-aceite-periodo postnatal, 
observando los cambios sobre el peso corporal tras una re-exposición en edad adulta. 
 
2. El efecto que CPF promovió sobre los comportamientos sociales en apoE3 debería 
examinarse más a fondo. Nosotros proponemos realizar este experimento post-destete 
y en la adolescencia, para corroborar si este efecto se viene dando desde el periodo 
postnatal o se desarrolla a lo largo del tiempo. Además, frente a la reversión de este 
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efecto, después de la exposición en edad adulta, vemos importante valorar si se mantiene 
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De los resultados obtenidos en las 2 fases experimentales se derivan las siguientes 
conclusiones:  
 
1. El genotipo apoE influye en el tamaño de la camada y en el desarrollo físico de las 
crías. El número de crías por camada es mayor en los ratones apoE3 y la apertura de 
ojos se produce antes en los sujetos apoE4. 
 
2. La exposición a clorpirifós en periodo postnatal provoca retrasos en la apertura de 
ojos y en el desarrollo neuromotor, independientes del sexo y el genotipo. Además, 
incrementa el peso de los machos apoE4 desde el tercer al quinto mes de vida.  
 
3. La exposición a 1 mg/kg/día de clorpirifós durante el periodo del día 10 al 15 postnatal 
inhibe la actividad colinesterasa plasmática a corto plazo, pero no modifica la actividad 
colinesterasa cerebral. 
 
4. Durante el desarrollo, la butirilcolinesterasa y la paraoxonasa-1 en hígado se expresan 
más en los ratones apoE3 que en los del genotipo apoE4. Además, la exposición a 
clorpirifós en periodo postnatal induce una mayor expresión de la paraoxonasa-3 sólo 
en ratones apoE3. 
 
5. Durante el desarrollo, los sujetos del genotipo apoE3 expresan más 
acetilcolinesterasa-S y menos acetilcolinesterasa-R que los del genotipo apoE4. Además, 
la exposición a clorpirifós en periodo postnatal modifica en apoE3 la expresión del 
receptor muscarínico M5 a corto plazo en hembras, la expresión de receptor 
muscarínico M2 a medio plazo en hembras y la expresión del transportador vesicular de 
acetilcolina a corto y medio plazo en ambos sexos. 
 
6. En ratones adultos, la exposición a 2 mg/kg/día de clorpirifós durante ocho semanas 
inhibe la actividad colinesterasa plasmática e induce un aumento de la actividad 
colinesterasa en la corteza frontal en todos los sujetos y una inhibición de la actividad 
colinesterasa en el estriado sólo en los machos apoE4. 
 
UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
INFLUENCIA DEL GENOTIPO APOE EN LA EXPRESIÓN DE EFECTOS NEUROCONDUCTUALES DERIVADOS 
DE LA EXPOSICIÓN POSTNATAL A CLORPIRIFÓS 
Pia Isabel Basaure García 
 
 
- 196 - 
 
Capítulo VII. Conclusiones 
7. La exposición a clorpirifós en edad adulta incrementa la ingesta de comida y promueve 
un aumento de peso que se manifiesta en los ratones apoE3 re-expuestos de ambos 
sexos y en los machos apoE4.  
 
8. Los sujetos apoE4 machos adultos presentan menor preferencia social y por la 
novedad que los del genotipo apoE3. La preferencia por la novedad disminuye en apoE3 
por la exposición a clorpirifós en periodo postnatal, mientras que la re-exposición en 
edad adulta revierte este efecto. 
 
9. El genotipo apoE influye en el aprendizaje y la memoria espacial en un laberinto de 
Barnes. Durante la adquisición, los sujetos apoE4 presentan un peor rendimiento, 
mientras que sólo las hembras apoE4 muestran alteraciones en la retención de esta 
prueba. La exposición a clorpirifós en periodo postnatal deteriora el aprendizaje de las 
hembras apoE4 y la retención de todos los sujetos. La exposición a clorpirifós en edad 
adulta mejora el aprendizaje en machos apoE4 y la memoria en las hembras apoE4. 




El genotipo apoE interviene en parámetros del desarrollo, el peso corporal, la expresión 
génica de marcadores de detoxificación de clorpirifós y de marcadores del sistema 
colinérgico, la actividad colinesterasa cerebral, las conductas sociales, el aprendizaje y la 
memoria espacial. Por su parte, la exposición a clorpirifós entre los días postnatales 10-
15 manifiesta consecuencias a corto, medio y largo plazo. Alguna de estas se potencian 
o antagonizan con la re-exposición a clorpirifós en edad adulta. Sin embargo, los efectos 
de clorpirifós dependen del genotipo apoE, siendo las consecuencias de la exposición en 
periodo postnatal más evidentes en apoE3, mientras que la exposición en edad adulta 
afecta, en mayor medida, a apoE4. En conjunto, estos resultados advierten sobre la 
vulnerabilidad genética de ciertas poblaciones a este insecticida. 
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